Evaluacion de una nueva metodologia para la deteccion del compromiso cardiaco y
vascular PRECOZ en la Enfermedad de Chagas Indeterminada:

Identificacion de microARNs
D Situacion actual del conocimiento:

MicroARN

Los microARN tienen una longitud de aproximadamente 22 nucle6tidos, y actian como
reguladores negativos de la expresion génica ya que inhiben la traduccion de ARN
mensajeros o promueven la degradacion de estos ltimos.

Un aspecto especialmente poderoso de la funcidén de los microARN es que microARN
individuales pueden regular coordinadamente hasta aproximadamente 200 genes blanco
que codifican proteinas con funciones relacionadas (por ejemplo proliferacion o
metabolismo). Esa caracteristica le permite a un solo microARN modular fenotipos
fisiologicos o patologicos complejos a través de la regulacion de redes funcionales
enteras.

MicroARN como identificadores de Enfermedad Cardiaca

El descubrimiento de patrones especificos de expresion de microARN en los corazones
de ratones normales y de ratones con enfermedad cardiaca ha dado lugar al concepto
que les atribuye un rol esencial en el desarrollo de la enfermedad. Uno de los
principales modelos que sustentd esta afirmacion es el de ratones sometidos a
constriccion aortica en los cudles se observo que la expresion de microARN especificos
estaba alterada. También se reportdé que muchos de estos mismos patrones de
microARN estarian des-regulados en el corazon de pacientes con insuficiencia cardiaca,
sugiriendose de esta manera que los microARN establecerian una firma diagnostica
molecular para la patogénesis cardiaca. Se ha identificado por ejemplo a manera de
“firma” que la expresion de los microARN miR-24, miR-125b, miR-195, miR-199a, y
miR-214 se halla aumentada tanto corazones de individuos con insuficiencia cardiaca
idiopatica como en ratones con constriccion aortica experimental. Finalmente en base a
estudios de manipulacién genética en ratones, se sabe hoy que los microARN estan
activamente involucrados en el remodelado, crecimiento, conductancia y contractilidad
cardiacas.

Aunque las evidencias son claras acerca del rol de los microARN en la enfermedad
cardiaca humana, alin es necesaria la identificacion, verificacion y validacion de cada
potencial patrén que sea patognomodnico de las distintas situaciones de enfermedad . El
rol de los microARN como marcadores o reguladores del proceso patolégico requiere
aun ser definido para que su uso en un futuro cercano en los procesos diagnosticos
pudiese ser generalizado (1)

Deteccion de MicroARN



Los microARN pueden detectarse en el plasma sanguineo humano, donde son
marcadamente estables. Las células de cancer de prostata humanos injertadas en ratones
liberan microARN que entran en la circulacion, son facilmente medibles en el plasma, y
pueden diferenciar con certeza los ratones injertados de los controles. Esto ocurre
también en humanos, donde los niveles séricos de miR-141 (expresado en cancer de
prostata) puede diferenciar pacientes con cancer de prostata de controles sanos. Estos
resultados establecen que microARN derivados de tumores y detectados en suero o
plasma sanguineo son un enfoque relevante para la deteccion de cancer basada en
determinaciones hechas en sangre (2)

D Objetivos:

Generales:
Evaluar la eficacia de microARN para la deteccion de las alteraciones cardiovasculares
precoces en individuos con enfermedad de Chagas indeterminado

Identificar el patrén de microARN caracteristico de cada estrato de severidad del
compromiso cardiovascular subclinico en estos pacientes

A nivel de aplicabilidad poblacional otros objetivos a considerarse deben ser:

* Mejorar el diagnostico para que la enfermedad pueda ser detectada
tempranamente
Propiciar las bases para el desarrollo de tratamientos con drogas que sean
seguras, efectivas y economicamente factibles
Abogar por el apoyo publico para enfrentar estas enfermedades que no reciben
suficiente atencion.

III) Hipotesis

Alteraciones minimas de la estructura cardiaca -detectadas con funciones avanzadas de
equipos de diagnostico por imagenes existentes en el Centro de Hipertension Arterial
del HUA- se asocian a cambios especificos en el patron de microARN plasmaticos
caracteristicos de dafo cardiaco.

Resultados esperados

Se espera detectar microARN plasmaticos especificos como marcadores de alteraciones
tempranas minimas en la estructura cardiaca, que permitan sospechar la presencia de
alteraciones compatibles con el inicio de la cardiomiopatia chagésica. Una vez
individualizados los microARN marcadores, se espera poder detectarlos en el plasma
sanguineo por técnicas como el Western blot o la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), cuyo costo es bajo en relacion al de los estudios complejos de diagnostico
por imagenes, y se encuentran disponibles en muchos hospitales publicos. Esto
permitiria identificar a aquellos pacientes chagasicos indeterminados (asintomaticos)



que, sin embargo, ya presentan indicios de compromiso cardiaco que no pueden ser
identificados en la clinica.

En una fase inicial se realizara el diagnostico de patrones de MicroARN. El patron de
microARN plasmatico se estudiara mediante microarrays comerciales. Utilizando
softwares especializados, se compararan los patrones de expresion de microARN de
pacientes chagasicos indeterminados, de pacientes con miocardiopatia chagésicas y de
voluntarios sanos. Se determinara si existe alguna asociacion estadistica entre los
cambios cardiacos minimos detectados por andlisis de imagenes y la expresion de
microARN especificos. Una vez que se hayan identificado microARN como potenciales
marcadores de alteraciones cardiacas subliminales, se intentard detectar su presencia en
el plasma sanguineo por técnicas de uso mas difundido y mas econémicas que los
microarrays, tales como el Western blot o la PCR.
¢)Se identificara en cada individuo de manera ciega a su patron de microARN, el estado
cardiovascular a través de :

* Estudios vasculares no invasivos (segin European Society of Cardiology, para
definir estructura y funcion vascular u organo blanco subclinico)
PET cardiaco (evaluacion de estado de inflamacion de placa si la hubiera)
RMN cardiaca (deteccion de estados de fibrosis subclinicos)
Ecocardiograma doppler color y ECG (los pacientes contaran con ambos
estudios de base para defnir su estado subclinico junto a la anamnesis)



