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Resumen 

 

 

Título: Niveles circulantes de microRNAs asociados a daño miocárdico y severidad de falla 

cardíaca en pacientes con enfermedad de Chagas* 

Autor: Silvia Clatalina Blanco Rueda** 

Palabras Clave: MicroRNA, falla cardíaca, enfermedad de Chagas, NT-proBNP, NYHA. 

Descripción  

La enfermedad de Chagas es una enfermedad tropical que, a largo plazo, puede afectar la función 

cardiovascular de las personas que la padecen; provocando una miocardiopatía dilatada en 

respuesta al proceso inflamatorio que tiene lugar por la infección de T. cruzi sumado a otros 

factores. Los avances en biología molecular han permitido la identificación de diferentes 

biomarcadores como los microRNas, que se encuentran asociados a diferentes patologías 

cardíacas; sin embargo, es poco lo que se conoce de su potencial dentro de la falla cardíaca de 

etiología chagásica. Este estudio analiza los niveles circulantes de 4 microRNAs (miR-34a, miR-

185, miR 30d y let-7d) mediante qRT-PCR en 98 pacientes diagnosticados con la enfermedad de 

Chagas con el fin de evaluar su asociación con la falla cardíaca de origen chagásico. Los resultados 

de este estudio muestran que de los microRNAs evaluados los niveles de miR-185 y let-7d, cuyo 

rol es favorable para la recuperación cardíaca son mayores en comparación con miR-34a. No se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas para ninguno de los microRNAs evaluados 

al comparar los niveles en pacientes en etapa indeterminada y aquellos con una cardiomiopatía 

desarrollada. Es evidente que existe una gran variabilidad en los resultados que podría deberse a 

múltiples factores, como la técnica utilizada, la cantidad de muestras y su distribución que podrían 

tenerse en cuenta en un futuro estudio para mejorar la precisión de los resultados.  

  

 
* Trabajo de Grado 
** Facultad de Ciencias Básicas. Escuela de Biología. Director: Paula Katherine Bautista-Niño, PhD en investigación 

cardiovascular 
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Abstract 

 

 

Título: Circulating levels of microRNAs associated with myocardial damage and severity of heart 

failure in patients with Chagas disease* 

Author: Silvia Clatalina Blanco Rueda** 

Keywords: MicroRNA, heart failure, Chagas disease, NT-proBNP, NYHA. 

Description  

 

Chagas disease is a tropical disease that, in the long term, can affect the cardiovascular function of 

those who suffer from it, causing dilated cardiomyopathy in response to the inflammatory process 

that takes place due to T. cruzi infection in addition to other factors. Advances in molecular biology 

allowed the identification of different biomarkers such as microRNAs, which are associated with 

different cardiac pathologies; however, little is known about their potential in heart failure of 

chagasic etiology. This study analyzes the circulating levels of 4 microRNAs (miR-34a, miR-185, 

miR 30d and let-7d) by qRT-PCR in 98 patients diagnosed with Chagas disease in order to evaluate 

their association with heart failure of Chagasic patients. The results of this study shown that the 

levels of miR-185 and let-7d, whose role is favorable for cardiac recovery, are higher compared to 

miR-34a. Furthermore, no statistically significant differences were found for any of the 

microRNAs evaluated when comparing the levels in patients in the indeterminate stage and those 

with developed cardiomyopathy. It is evident that there is a large variability in the results that 

could be due to multiple factors, such as the technique used, the number of samples and their 

distribution that could be considered in a future study to improve the accuracy of the results.  

  

 
* Degree project 
** School of Biology. Head: Paula Katherine Bautista-Niño, PhD in cardiovascular research 
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Introducción 

 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) siguen siendo un problema importante de salud 

pública en todo el mundo, con alta prevalencia en nuestra población, pobre pronóstico a largo 

plazo y grandes costos en la atención de salud (Rincon et al., 2015). La enfermedad de Chagas o 

tripanosomiasis americana, causada por el protozoo Trypanosoma cruzi, es una de las principales 

causas de falla cardíaca en Sur América (Rassi et al., 2010, Rosas Andrade et al., 2007). Datos 

presentados por la Organización mundial de la salud (OMS) y la organización panamericana de 

salud (OPS) muestran que aproximadamente 65 millones de personas viven en condiciones de 

riesgo de contraer esta enfermedad en las américas; también, indican que 6 millones son las 

personas que se ven realmente afectadas por la enfermedad (OPS & OMS., 2018). Dentro de los 

afectados, se estima que entre 70 y 90% desarrollan la típica miocardiopatía dilatada que 

caracteriza a la enfermedad y entre el 25 y 35% de ellos evolucionan hacia una arritmia aguda que 

puede causar la muerte o una insuficiencia cardíaca progresiva (Munoz Saravia et al., 2013, OMS, 

Altclas et al., 2010).  

Actualmente, se considera un paciente seropositivo para Chagas a aquel que presente dos 

o más pruebas serológicas positivas; las técnicas más utilizadas en el diagnóstico de la enfermedad 

son la inmunofluorescencia indirecta (IFI), enzimoinmunoensayo (ELISA), hemoaglutinación 

indirecta (AHI) y la aglutinación de partículas (Giménez et al., 2019). Por otro lado, las pruebas 

fisiopatológicas realizadas son principalmente electrocardiogramas, ecocardiogramas y 

radiografías de tórax (Giménez et al., 2019, Gascón et al., 2007). Dentro de este diagnóstico, una 

de las herramientas más útiles para identificar población de alto riesgo cardiovascular es la 

valoración de la fracción de eyección del ventrículo izquierdo (LVEF por sus siglas en inglés) (Al-
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Khatib et al., 2018), esta determina el porcentaje de sangre que se bombea del corazón hacia el 

resto del organismo teniendo en cuenta la disminución del volumen del ventrículo izquierdo 

(Curtis et al., 2003, Kroman & Patton, 2020). Según la American Heart Association (AHA) una 

fracción de eyección ventricular normal se encuentra entre el 50 y 75%, mientras que una inferior 

al 40% corresponde a una insuficiencia cardíaca (IC) mayor. Cabe resaltar que ningún otro 

marcador de riesgo ha mostrado un mejor valor predictivo (Santangeli et al., 2011), es por esto que 

la clasificación según la AHA de pacientes con falla cardíaca chagásica se realiza basada en este 

factor (Rosas Andrade et al., 2007, Xavier et al., 2005). 

Existen dos fases clínicas en las que se clasifica a los pacientes luego de la infección 

por T. cruzi: La fase aguda, correspondiente los primeros días o meses luego de ser infectado y 

donde el paciente puede presentar o no síntomas como dolores de cabeza, fiebre, dolor articular, 

entre otros, asociados a un resfriado común, causados por la infección recientemente adquirida; y 

la fase crónica, correspondiente al momento en el que el paciente presenta una infección avanzada 

y puede comenzar a presentar complicaciones digestivas y/o cardiovasculares (Acquatella et al., 

2017; Bocchi, 2013). Por lo anterior, se ha determinado la clasificación de pacientes en etapa 

crónica de la enfermedad dentro de 4 estadios según la AHA, el estadio A representa la forma 

indeterminada, en la que el paciente presenta una serología positiva pero no existe daño cardíaco, 

el B en el que el sello distintivo es la presencia asintomática de una miocardiopatía estructural 

caracterizada por cambios electrocardiográficos o ecocardiográficos y finalmente los estadios C y 

D en los que se presenta una insuficiencia cardíaca refractaria o no (Acquatella et al., 2017). La 

New York Heart Association (NYHA) plantea otra forma de clasificar a los pacientes con 

dificultades cardíacas; al igual que la AHA, esta entidad clasifica a los pacientes de acuerdo a la 

funcionalidad cardiovascular desde la clase I a la IV, siendo la clase I aquellos pacientes sin 
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limitación en la actividad física y la IV quienes presentan incapacidad para llevar a cabo cualquier 

actividad (Rostagno et al., 2000). 

Gracias a los avances en biología molecular, en las últimas décadas se ha podido 

identificar y estudiar el valor diagnóstico de algunos biomarcadores que se encuentran asociados 

a la falla cardíaca de diferentes etiologías (Zhang et al., 2018). A lo largo de los años, se ha 

encontrado que los péptidos natriuréticos de tipo B (BNP) son marcadores que están 

específicamente relacionados a funciones ventriculares y se han mostrado efectivos a la hora de la 

evaluación del riesgo de pacientes con falla cardíaca de diferentes etiologías (Munoz Saravia et 

al., 2013, Alejandro Salomone, 2002). Según se ha observado, este biomarcador está relacionado 

con la dilatación miocárdica ya que es secretado al torrente sanguíneo en respuesta al estiramiento 

de las cavidades ventriculares, lo que ha sugerido su uso para el diagnóstico de pacientes que 

padecen de falla cardíaca de origen chagásico en su forma N-Terminal (NT-proBNP) (Pozo et al., 

2014, Mady et al., 2007, Ruskoaho, 2003, Talvani et al., 2004, Pereira-Barretto et al., 2013). 

Los MicroRNAs (miRNAs), han sido recientemente considerados como un nuevo 

marcador biológico para el diagnóstico de diferentes enfermedades (Melman et al., 2014). Estas 

cadenas cortas (~22 nucleótidos) de ARN no codificante regulan la expresión post-transcripcional 

de aproximadamente el 60% de los genes codificantes para alguna proteína en los seres humanos 

(Peterlin et al., 2020; Vegter et al.,2016) y se estima que aproximadamente 100 de ellos están 

relacionados con problemas de salud (Chen et al., 2008). Los miRNAs circulantes han mostrado 

una mayor resistencia a la degradación por RNasas, por lo que se les consideran marcadores 

biológicos óptimos para el diagnóstico de diferentes enfermedades dentro de las que se encuentran 

las ECV, dado que se han identificado más de 30 miRNAs asociados a esta patología (Zhou et al., 

2018). Como ejemplo, algunos estudios realizados, como el de Ferreira et al (2014), encuentran 
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altos niveles de miR-133a-2, miR-133b, miR-208a y miR-208b en pacientes con cardiomiopatía 

chagásica en comparación con controles negativos. Por otro lado, Nonanka et al (2019) 

encontraron relación, ya sea positiva o negativa, entre los niveles de expresión de miR-19a-3p, 

miR-21-5p y miR-29b-3p y variables cínicas como la fibrosis cardíaca, la cardiopatía hipertófica 

y la fracción de eyección ventricular, mostrando que los niveles circulantes de estos microRNAs 

pueden ser considerados como biomarcadores para la detección de la cardiopatía chagásica. 

Asimismo, otros investigadores han identificado que microRNAs como miR-34a-5p, miR-185-5p, 

miR-223-5p, miR-208-5p y let-7d están significativamente asociados con la falla cardíaca de 

diferentes etiologías (Peterlin et al., 2020, Montgomery et al., 2011, Bernardo et al., 2014). 

En Latinoamérica muy pocos estudios se han enfocado en relacionar la presencia de 

biomarcadores cardíacos como NT-proBPN con la severidad de la falla cardíaca provocada 

por T. cruzi, sin embargo, no existe claridad en el rol de otros biomarcadores como 

los miRNAs circulantes para valorar la severidad del daño causado por este parásito (Echeverría 

et al., 2017; Munoz Saravia et al., 2013; Okamoto et al., 2014, Peterlin et al., 2020). Según la 

OMS, sólo el 1% de los pacientes infectados por T. cruzi anualmente reciben un diagnóstico y 

tratamiento adecuado y oportuno para tratar esta enfermedad; por lo cual, se considera al estudio 

y la determinación de biomarcadores relacionados con el diagnóstico de la falla cardíaca de origen 

chagásico como una herramienta en la medicina de precisión que podría brindar ayuda en la 

detección temprana y asimismo, lograr una mejor evaluación del tratamiento a seguir en cada uno 

de los pacientes que presentan esta patología (Munoz Saravia et al., 2013 Peterlin et al., 2020). Es 

por esto, que el objetivo de este trabajo es evaluar la asociación de los niveles circulantes de NT-

proBNP, miR-34a, miR-185, let-7d y miR-30d con la presencia de daño miocárdico y la severidad 

de falla cardiaca en pacientes con enfermedad de Chagas. 
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1. Objetivos 

 

1.1 Objetivo General 

Evaluar la asociación de los niveles circulantes de NT-proBNP, miR-34a, miR-185, let-7d 

y miR-30d con la presencia de daño miocárdico y la severidad de falla cardiaca en pacientes con 

enfermedad de Chagas. 

 

1.2 Objetivos Específicos 

Comparar las características clínicas y sociodemográficas entre los pacientes con 

enfermedad de Chagas en estadio indeterminado y los pacientes que padecen miocardiopatía 

chagásica.  

Evaluar la asociación de los niveles de microRNAs con la presencia de daño miocárdico al 

comparar los niveles en pacientes con enfermedad de Chagas en estadio indeterminado y los 

pacientes que desarrollaron miocardiopatía chagásica.  

Evaluar en los pacientes con miocardiopatía chagásica la asociación de los niveles de 

microRNAs con la severidad de la falla cardíaca según la clasificación de la NYHA.  

Establecer la correlación entre los niveles de NT-proBNP con los niveles de los diferentes 

microRNAS.  
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2. Metodología 

 

En este estudio fueron incluidas muestras de suero de 98 pacientes diagnosticados con 

enfermedad de Chagas que se encuentran almacenadas en el biobanco del laboratorio de 

investigación de la Fundación Cardiovascular de Colombia (FCV). Mediante estudios electro y 

ecocardiográficos, estos pacientes fueron anteriormente clasificados, según la AHA, en aquellos 

con una miocardiopatía desarrollada (severidad de la enfermedad de Chagas B, C o D) y aquellos 

con una forma indeterminada de la enfermedad (severidad de la enfermedad de Chagas A). 

Asimismo, los pacientes fueron también clasificados según la clasificación para falla cardiaca de 

la New York Heart Association (NYHA) (Clase 1, 2, 3 o 4 siendo 1 el estadio menos severo). Estas 

muestras de suero fueron anteriormente utilizadas para medir los niveles circulantes de NT-

proBNP mediante electroquimioluminiscencia y en esta ocasión fueron utilizadas para evaluar los 

niveles circulantes de los microRNAs miR-34a-5p, miR-185-5p, let-7d-5p y miR-30d-5p. 

 

2.1 Cuantificación de miRNAs en suero sanguíneo 

 

Para la purificación de ARN, incluidos microRNAs, se utilizó el kit miRNeasy 

Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) (Anexo 1), a partir de 250 μl de suero 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Inicialmente, todas las muestras fueron diluidas en 20 

μl de agua libre de RNasa/DNasa. Para la reacción de poliadenilación, necesaria para la 

identificación de cada microRNA al momento de la cuantificación, se empleó un volumen fijo de 

14 μl de ARN y 10 μl de la reacción de poliadenilación para la síntesis de ADNc siguiendo los 

pasos descritos en el manual de instrucciones del 1st-Strand cDNA Synthesis Kit (Agilent 
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Technologies, Santa Clara, EE. UU.) (Anexo 2). Las reacciones cuantitativas en cadena de la 

polimerasa en tiempo real (qRT-PCR)  la cuantificación de microRNA se realizaró utilizando la 

miRNA QPCR Máster Mix (Agilent Technologies, Santa Clara, EE. UU.) en un termociclador en 

tiempo real CFX 96 C1000 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Los cebadores utilizados para 

realizar las qRT-PCR fueron el cebador inverso (reverse primer) universal, incluido en el Kit de 

síntesis de ADNc (1st-Strand cDNA Synthesis Kit) y cebadores directos (forward primers) únicos 

y específicos para cada uno de los miRNAs en estudio, estos fueron diseñados para ser 

complementarios al extremo 3´de la hebra de ADNc siendo completamente idénticos en secuencia 

y longitud al propio miRNA y se obtuvieron de la casa comercial Macrogen en Corea (Anexo 3). 

Los ensayos individuales de qRT-PCR se realizaron por duplicado con un volumen de reacción 

total de 12 μL (9 μL Máster mix + 3 μL ADNc). El ciclaje se configuró de la siguiente manera: 1. 

95 °C durante 10 minutos, 2. 95 °C durante 10 segundos, 3. 60°C durante 15 segundos, 4. 72°C 

durante 20 segundos. Los pasos 2-4 se repitieron 44 veces. 

Se llevó a cabo la cuantificación absoluta de los miRNAs, que implica la amplificación de 

oligonucleótidos a concentraciones conocidas para crear una curva estándar basada en los valores 

de Ct. Para cada uno de los miRNAs en estudio, se generaron curvas estándar de cinco puntos a 

partir de oligonucleótidos de ADN correspondientes a los miRNAs maduros. Como molde para 

transcripción inversa de los miRNAs se utilizaron diluciones seriadas (desde 104-108 copias / 

reacción) en agua libre de nucleasas/RNAsas de los oligonucleótidos. Todos los estándares y 

muestras desconocidas fueron tratadas de la misma manera. La cuantificación se realizó en el 

termociclador en tiempo real CFX 96 C1000 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) como se describió 

anteriormente y los porcentajes de eficiencia de las qPCRs se presentan en el anexo 4. Los valores 
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Ct de las muestras desconocidas se extrapolaron a la curva estándar para obtener el número de 

Copias (Anexo 5). 

 

2.2 Análisis de datos 

 

Se realizó un análisis de los datos recolectados en la encuesta diseñada para hacer la 

selección de pacientes en fase aguda y crónica de la enfermedad. Debido a que esta encuesta 

presentaba diferentes tipos de variables, cada tipo de variable fue analizada por separado siendo 

reportados los resultados como promedio, mediana o porcentaje de acuerdo con las características 

de los datos. La normalidad de estos se determinó mediante una prueba de Kolmogorov Smirnov, 

la existencia de diferencias significativas entre grupos se analizó mediante una prueba chi cuadrado 

en el caso de variables categóricas, una prueba t en caso de las variables continuas con distribución 

normal y una prueba Mann-Whitney cuando su distribución no seguía los parámetros de 

normalidad. Adicionalmente, con el fin de identificar qué tan relacionados se encuentran los 

niveles de estos miroRNAs a medida que se avanza en la progresión de la enfermedad, se llevó a 

cabo un análisis descriptivo de la asociación de los niveles de los miRNAs dentro de las etapas de 

la falla cardíaca según la NYHA. Finalmente, para identificar el tipo de relación existente entre 

los niveles de NT-proBNP y los diferentes microRNAs, se realizó una correlación se Spearman. 

Todos los análisis fueron realizados utilizando el software R Studio v 1.4 y se consideraron 

diferencias significativas aquellas asociadas a un valor de p<0,05.  
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3. Resultados 

 

3.1 Características de la población 

 

El total de muestras analizadas corresponde a 98 pacientes dentro del estudio, 26 de ellos 

pertenecientes a pacientes en etapa indeterminada de la enfermedad (IND) y 72 a pacientes que 

presentan cardiomiopatía chagásica (CMC). No se encuentran diferencias significativas entre la 

distribución de sexos entre los dos grupos; sin embargo, los pacientes en etapa indeterminada son 

más jóvenes que los pacientes en el grupo que presenta problemas cardíacos. Adicionalmente, se 

puede observar que más de la mitad de los pacientes viven en el área urbana (60%) pero pertenecen 

a un estrato bajo (98%) y que los medicamentos más utilizados son los betabloqueadores, 

antagonistas de la angiotensina y la aldosterona (Tabla 1).  

 

3.2 Niveles circulantes de NT-proBNP, miR-185, miR-34a y miR let-7d  

 

A partir de los resultados obtenidos de la medición de los niveles circulantes de miR-185, 

mir-34a y mir let-7d se construyó una base de datos con los resultados de expresión para cada uno 

de los 98 pacientes en el estudio junto con los datos para NT-proBNP, estos valores fueron 

transformados y reportados como el logaritmo natural del número de copias. A partir de una prueba 

de KW se determinó la existencia de diferencias significativas entre pacientes indeterminados y 

con daño cardíaco únicamente para el marcador NT-proBNP (p<0,05) (Tabla 2).  
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Tabla 1.  

Resumen de las características clínicas y sociodemográficas de los pacientes participantes en el 

estudio.  

 IND (N=26) CMC (N=72) Total (N=98) p valor 

Edad (Años) 52 (24-69) 64 (33-80) 59 (24-80) 3,03E-07C 

Hombres 14 (53,8%) 43 (59,72%) 57 (58,1%) 0,77A 

Escolaridad       

 0,64A Ninguno 4 (15,3%) 16 (22,2%) 20 (20,4%) 

Básica 19 (73,1%) 56 (77,7%) 75 (76,5%) 0,83A 

Superior 3 (11,5%) - 3 (3,1%) 0,24A 

Estrato       

0,78A 
bajo 26 (100%) 71 (98,61%) 97 (98,9%) 

medio - 1 (1,39%) 1 (1,0%) 

Alto  - -   

Área residencia       

0,38A Urbano 11 (42,31%) 49 (68,06%) 60 (61,2%) 

Rural 15 (57,69%) 23 (31,94%) 38 (38,8%) 0,38A 

Seguridad 

Social 
      

0,64A 

0,88A 

0,69A 

Contribuyente 9 (34,62%) 25 (34,72%) 34 (34,7%) 

Subsidiado 17 (65,38%) 44 (61,1%) 61 (62,2%) 

Otro - 3 (4,17%) 3 (3,1%) 

AHA       

5,40E-16A 

A 25 (96,15%)  25 (25%) 

B 1 (3,85%) 1 (1,39%) 2 (2,0%) 

C           -  64 (88,89%) 64 (65,3%) 

D -  7 (9,72%) 7 (7,1%) 

NYHA       

5,47E-07A 

1 26 (100%) 28 (38,9%) 54 (55,1%) 

2        - 29 (40,28%) 29 (29,6%) 

3        - 15 (20,83%) 15 (15,3%) 

4 -  -  - 

Peso (kg) 64,05 (10,09) 62,41 (12,34)  62,8 (11,7) 0,54B 

Talla (m) 1,585 (0,09) 1,597 (0,09)  1,594 (0,09) 0,57A 

IMC (kg/m2) 

25,609 (17,8-

33,3) 

23,518(18,2-

40,6) 

 24,227 (17,8-

40,6) 
0,26C 

         



NIVELES CIRCULANTES DE microRNAs | 19 

 

 IND (N=26) CMC (N=72) Total (N=98) p valor 

Medicamentos 

bbloq - 69 (95,83%) 69 (70,4%) 2,20E-16A 

ieca_ara - 63 (87,5%) 63 (64,3%) 9,75E-15A 

antald - 59 (81,94%) 59 (60,2%) 1,40E-12A 

diuretico - 45 (62,5%) 45 (45,9%) 1,50E-07A 

antcoag - 38 (52,78%) 38 (38,8%) 6,81E-06A 

Nota. IND= Pacientes en etapa indeterminada, CMC= Pacientes que presentan cardiomiopatía 

chagásica. bbloq= Betabloqueadores, ieca_ara= Antagonistas de la anglotensina, antald= 

Antagonistas de la aldosterona, diuretico= -Diuréticos, antcoag= Anticoagulantes. A= prueba chi, 

B= una prueba t, C= Mann-Whitney. 

 

La comparación entre los niveles de los diferentes microRNAs muestra que no existen 

diferencias significativas entre los niveles circulantes de miR-185 entre pacientes indeterminados 

y con cardiomiopatía chagásica (Figura 1.A), al igual que miR-43a; sin embargo, su expresión 

tiende a ser mayor en pacientes con implicaciones cardíacas (Figura 1.B), al igual que para el 

microRNA let-7d en donde se observa la mayor variabilidad en la expresión de este biomarcador 

para el grupo de pacientes en etapa indeterminada (Figura 1.C). 

Tabla 2. 

Resumen de niveles circulantes de de NT-proBNP, miR-34a, miR-185 y miR let-7d.  

 IND (n=26) CMC (n=72) Total (N=98) p valor  

NT-proBNP 

(ng/ml)  
3,49 [2,16-4,54] 7,57 [1,0-9,33] 7,03 [1,0-9,3] 2,21E-11 

miR let-7d 5,48 [0-7,82] 6,13 [0-8,61] 5,59 [0-8,61] 0,65 

miR-34a 2,97 [0-4,99] 3,68 [0-8,89] 3,47 [0-8,8] 0,05 

miR-185 5,18 [0-7,21] 5,29 [0-6,65] 5,28 [0-7,21] 0,45 

Nota. IND= pacientes en etapa indeterminada, CMC pacientes con cardiomiopatía chagásica. 

Todas las unidades de los microRNAs están expresadas como el logaritmo del número de copias. 
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Figura 1. 

Expresión de microRNAs en pacientes indeterminados y con cardiomiopatía.  

 

Nota. A) miR-185 B) miR-34a C) miR Let-7d, IND= pacientes en etapa indeterminada, CMC= 

pacientes con cardiomiopatía chagásica. 

 

Con el objetivo de evaluar que tan relacionados están estos microRNAs con la progresión 

de la falla cardíaca chagásica se realizó un gráfico de barras donde se asocian los niveles de cada 

microRNA a la categoría de falla cardíaca según la NYHA  (Figura 2) donde se observa que no 

hay una diferencia marcada en cuanto a los niveles de los tres microRNAs a medida que la afección 

cardíaca aumenta, sin embargo, es evidente que el biomarcador que muestra los niveles más bajos 

en todas las etapas es el miR-34a, mientras que el de niveles más altos es let-7d, Igualmente se 

observa la existencia de una amplia variabilidad en los niveles de todos los microRNAs. 

 

Dentro del estudio se contempló la medición de niveles circulantes de miR-30d, sin 

embargo, no fue posible mostrar sus resultados debido a que su curva estándar no arrojó resultados 
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de amplificación. A pesar de que llevaron a cabo múltiples experimentos para descartar las causas 

de la falla, ninguno de ellos obtuvo resultados favorables. 

 

 

3.3 Correlación entre biomarcadores 

 

Para determinar la relación entre los diferentes microRNAs y el péptido natriurético de tipo 

B se llevó a cabo una correlación múltiple, esta mostró que a pesar de que existe una correlación 

positiva entre NT-proBNP, miR-185 y miR-34a esta no es muy fuerte (R=0,1). Por otro lado, es 

notable la correlación existente entre los niveles de miR-185 y mir let-7d (R=0,5) (Figura 3). 

 

Figura 2. 

Expresión de microRNAs dentro de cada grupo de clasificación según la NYHA. 
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Figura 3. 

Valores de correlación entre biomarcadores evaluados.  

 

 

 

4. Discusión  

 

A pesar de los recientes avances en el estudio de los microRNAs como nuevos 

biomarcadores y dianas terapéuticas en el ámbito del infarto agudo de miocardio y la insuficiencia 

cardíaca, los avances han sido menores en el ámbito de la enfermedad de Chagas y la 

miocardiopatía chagásica crónica. En el presente estudio se evaluaron los niveles circulantes de 

tres microRNAs (miR-34a, miR-185, let-7d), que han sido reportados como significativamente 

asociados con el diagnóstico y pronóstico de falla cardiaca y su asociación con la presencia de 

daño miocárdico. 
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En los pacientes que padecen enfermedad de Chagas, el daño cardíaco está mediado por el 

proceso inflamatorio producto de la respuesta inmune en el organismo, donde factores tróficos 

inflamatorios liberados por células del sistema inmune juegan un papel fundamental en el 

desarrollo de la cardiopatía (Angelo-Mendoza et al., 2005, Laugier et al., 2020). Se conoce que 

miR-185 regula genes asociados con la activación de células B secretoras de citoquinas como el 

factor de necrosis tumoral α (TNFα), el cual promueve el proceso inflamatorio al exceder su 

producción local (Lona et al., 3013). Yu et al (2016) reportan que, a comparación de pacientes 

sanos, los niveles de este microRNA son mayores en pacientes que padecen de cardiomiopatía 

dilatada y concluyen que entre más altos sean los niveles de este, el pronóstico de los pacientes 

mejora a largo plazo ya que se observó una mejoría en las dimensiones del ventrículo izquierdo y 

en la fracción de eyección ventricular. Asimismo, es conocido que el papel de miR-185 dentro del 

proceso inflamatorio está asociado a la regulación de genes que controlan los niveles de colágeno, 

evitando su acumulación en el tejido cardíaco y disminuyendo así este proceso y ayudando a la 

recuperación cardíaca (Lin et al., 2022). Este estudio encuentra niveles elevados de miR-185, 

concordando con los estudios anteriormente mencionados se podría suponer que los niveles de este 

se encuentran asociados al proceso inflamatorio causado por la infección por T. cruzi en el 

organismo. Si bien, en este caso no se observan diferencias significativas en los niveles de este 

microRNA entre los pacientes en etapa indeterminada y aquellos con cardiomiopatía, como se 

observa, por ejemplo, en el estudio realizado por Yu et al (2016) anteriormente mencionado, se 

debe tener en cuenta que a pesar de que los pacientes indeterminados no presentan problemas 

cardíacos, estos tienen un diagnóstico seropositivo para Chagas, donde una respuesta inmune 

contra el agente patógeno ha comenzado, lo que podría influir en la expresión de miR-185. A pesar 
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de ello, se puede observar una leve tendencia hacia el aumento de sus niveles dentro de pacientes 

del grupo que presenta implicaciones cardíacas (figura 1). 

Por otro lado, la familia de microRNAs lethal 7 (let-7) se ha encontrado principalmente 

involucrada en procesos de supresión tumoral (Bao et al., 2013). Kolenda et al (2014) realizaron 

una revisión donde plantean el importante rol de let-7d en la regulación del ciclo celular, pues este 

microRNA participa en la regulación de genes y proteínas involucradas en la proliferación celular 

como CDK6, Dicer, KRAS y la ciclina D1. Ellos afirman que los bajos niveles de let-7 promueven 

el desarrollo descontrolado de células y se ha planteado como un marcador confiable dentro del 

cáncer de próstata y ovario. En un estudio para determinar el papel de let-7d-3p en el cáncer de 

ovario, García-Vázquez et al (2018) notaron una reducción en la proliferación celular del 80% en 

células SKOV-3 tratadas con un inhibidor de let-7d-3p en comparación con las no tratadas, 

sugiriendo que éste puede ser un marcador elemental en el planteamiento del tratamiento del 

paciente. 

Igualmente, let-7 es una familia de genes muy conservada entre las especies, comparten 

una secuencia base y tienen diferentes dianas dentro de las cuales están genes involucrados en 

enfermedades cardiovasculares como la isquemia y el infarto agudo al miocardio (Wong et al., 

2019). Aunque su rol preciso aún no está establecido, un estudio realizado por Bao et al (2013) 

encontró que pacientes con bajos niveles de let-7i mostraban pobres resultados clínicos a largo 

plazo. Al igual que miR-185-5p, let-7d-5p también atenúa el depósito de colágeno en el tejido 

miocárdico, impide la fibrosis y mejora la función cardíaca ya que su expresión hace posible la 

activación del receptor del factor activador de plaquetas (PTAFR) (Wong et al., 2019). Los datos 

analizados actualmente muestran que este microRNA es quien reporta los niveles más altos de los 

3 microRNAs en estudio, comportamiento similar al de miR-185, sugiriendo que su correlación 
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(R= 0.5) puede deberse al efecto positivo que ambos tienen a nivel celular dentro del desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares. 

Contrario a let-7d y miR-185, miR-34a es un microRNA involucrado en la supresión del 

ciclo celular, la diferenciación celular y el desarrollo de órganos (Yang et al., 2015). Según Raucci 

et al (2021), algunas dianas de este microRNA son la ciclina D1, CDK4, CDK6, Bcl2, Sirt 1 y 

P53, aunque no haya un consenso claro para este último. En enfermedades cardiovasculares, miR-

34a es conocido como un regulador esencial, al inhibir genes asociaos a la recuperación celular, 

ya que este microRNA permite que exista una disminución en la fracción de eyección ventricular 

(Hua et al., 2022).  Otra de las observaciones que se han realizado en el estudio de este microRNA 

es que sus niveles tienden a aumentar con la edad, Yang et al (2015) utilizaron ratones de diferentes 

edades a los que indujeron un infarto al miocardio y notaron que la pérdida de miR-34a mejora la 

función cardíaca, puesto que ratones jóvenes presentaban una mejor recuperación, y reduce la 

muerte celular en corazones con el tiempo, incluso en neonatos.  

Este estudio reporta los niveles de miR-34a como los más bajos de los 3 biomarcadores 

analizados, a pesar de que hay un aumento en los niveles de miR-34a en los pacientes en etapa 2 

de la clasificación según la NYHA, vemos como este vuele a reducirse en los pacientes en etapa 3 

(fig. 2) posiblemente por el tratamiento farmacológico e igualmente se encuentre asociado a la 

recuperación cardíaca. Además, al tener en cuenta el papel que juegan cada uno de los microRNAs 

estudiados dentro del desarrollo de la enfermedad, es posible que los bajos niveles de este 

microRNA estén asociados a los altos niveles de miR-185 y let-7d debido a sus implicaciones 

positivas hacia la regeneración celular explicando así la baja correlación encontrada (Fig 3). 

Finalmente, la porción N terminal del péptido natriurético tipo B o NT-proBNP es una 

hormona secretada al torrente sanguíneo en respuesta al estiramiento del miocardio (Cao et al., 
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2019), este biomarcador es calificado como estándar de oro para determinar el diagnóstico de la 

falla cardíaca (Gaggin et al., 2013). Además del estiramiento del miocardio, Talvani et al (2004), 

Maisel et al (2002), Hunt et al (1997), Maisel et al (2008), Januzzi et al (2019) y Rojas et al (2022) 

encontraron una marcada correlación positiva entre NT-proBNP y características clínicas 

relacionadas al funcionamiento cardiovascular como la disminución de la fracción de eyección del 

ventrículo izquierdo y el aumento en el diámetro de este; sin embargo, no se analizaron otro tipo 

de marcadores. Igualmente, Amorim et al (2017), realizaron un estudio donde muestra una 

correlación positiva entre NT-proBNP y biomarcadores como la proteína C reactiva, producida en 

el hígado como respuesta a procesos inflamatorios, y CA-125, un marcador tumoral que no es 

específico y que puede estar relacionado a otras enfermedades. Teniendo en cuenta lo 

anteriormente mencionado y las características mencionadas sobre los microRNAs, se podría 

esperar que en este estudio existiera una mayor correlación entre miR-34a y NT-proBNP 

relacionada a la progresión de la enfermedad, sin embargo, estos resultados pueden estar influidos 

por el tratamiento farmacológico o el tiempo que cada paciente lleve desde haber adquirido la 

enfermedad puesto que los síntomas pueden presentarse en tiempos diferentes y de múltiples 

formas en cada uno. 

Al ser la clasificación según la NYHA un parámetro utilizado para determinar la severidad 

de la enfermedad, se esperaría ver una relación clara, sea positiva o negativa, entre esta 

clasificación y los diferentes microRNAs analizados como la que existe entre NT-proBNP y la 

misma, en donde todos los estudios muestran una tendencia de este biomarcador a aumentar a 

medida que progresa la enfermedad. Sin embargo, hay que tener en cuenta la heterogeneidad de 

los datos, ya que más de la mitad de los pacientes están clasificados en etapa 1 según la NYHA 

(55,1%) y esto podría influir en los resultados y ser la causa de la alta variabilidad observada. 
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Igualmente, hay que resaltar que existe una gran diferencia ente la cantidad de pacientes en etapa 

indeterminada y aquellos con cardiomiopatía chagásica, también se debe tener en cuenta que los 

análisis se realizaron con muestras de suero congeladas y que existen pruebas mejores y más 

específicas como la secuenciación de RNA que podría ayudar a la precisión de los resultados.  

 

 

5. Conclusión 

  

Los resultados muestran niveles elevados de miR-185, los cuales pueden deberse al proceso 

inflamatorio causado por la infección de T. cruzi. Al igual que miR-185, let-7d también presenta 

altos niveles que podrían asociarse a resultados positivos a largo plazo en cuanto a la recuperación 

cardíaca y la moderada correlación encontrada entre ellos podría deberse a las implicaciones 

positivas que ambos microRNA tienen dentro del campo. A pesar de que la clasificación según la 

NYHA es un parámetro que muestra una asociación marcada entre los niveles circulantes de NT-

proBNP a medida que se da la progresión de la enfermedad, no es evidente la asociación entre esta 

clasificación y los niveles circulantes de los microRNAs evaluados, así como tampoco se encontró 

asociación entre los niveles de los diferentes microRNAs con la presencia de daño miocárdico y 

la severidad de la falla cardíaca. Adicionalmente, dentro del análisis realizado para comparar los 

niveles entre pacientes indeterminados y aquellos con implicaciones cardíacas, si bien se observa 

una tendencia a aumentar sus niveles en el grupo de pacientes cardíacos, esta no es clara y se 

sugiere la realización de un estudio con un mayor número de pacientes y una distribución más 

equitativa de los mismos para aumentar la precisión de los resultados. 
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Otro factor importante para tener en cuenta y que pudo influir en el resultado del estudio 

está relacionado con el almacenamiento de las muestras por un largo periodo de tiempo. Para 

futuros estudios, se sugiere un mejor control de variables preanalíticas como el periodo de 

congelación de las muestras, el tener en cuenta otras características clínicas relacionadas al 

funcionamiento cardíaco, como los resultados electro y ecocardiográficos, la fracción de eyección 

y las dimensiones del ventrículo izquierdo, así como la inclusión de otros microRNAs y sus 

cascadas de expresión. A pesar de ello, esta investigación aporta un acercamiento para lograr 

obtener información que puede ayudar a futuros estudios a identificar los roles de los diferentes 

microRNAs dentro del campo de la enfermedad, sus funciones y disfunciones, con el fin de generar 

conocimientos que permitan un mejor diagnóstico al paciente que padece la enfermedad. 
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Anexos 

 

Anexo 1: miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) 

Protocolo de purificación de ARN: 

1. Preparar muestras de suero  

2. Agregar 5 volumenes de QIAzol y mezclar en vortex o por pipeteo. 

3. Colocar la muestra a temperatura ambiente (15-25°C) por 5 minutos. 

4. Agregar 3,5 μl de miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control (1,6 x 108 copias/μl de solución de 

trabajo) y mezclar bien. solución de trabajo) y mezclar bien. 

5. Añada cloroformo en un volumen igual al de la muestra inicial al tubo que contiene el lisado y taparlo 

firmemente. Agitar enérgicamente durante 15 s. 

6. Colocar el tubo en la mesa de trabajo a temperatura ambiente por 2-3 minutos. 

7. Centrifugar por 15 minutos a 12.000 x g a 4ºC. Luego, calentar la centrifuga hasta llegar a temperatura 

ambiente.  

8. Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo de recogida. Evitar la transferencia de cualquier 

material de interfase. Añada 1,5 volúmenes de etanol al 100% y mezclar bien pipeteando arriba y abajo 

varias veces. No centrifugar. Continuar sin demora con el paso 9. 

9. Pipetear hasta 700 μl de la muestra, incluido cualquier precipitado que se haya formado, en una columna 

de centrifugado RNeasy MinElute en un tubo de recogida de 2 ml (suministrado). Cierre la tapa 

suavemente y centrifugue a 8000 x g (10.000 rpm) durante 15 s a temperatura ambiente. Deseche el del 

flujo. 

10. Repetir el paso 9 con el resto de la muestra. Descartar el flujo de la muestra. 

11. Añadir 700 μl de Buffer RWT a la columna de centrifugado RNeasy MinElute. Cierre la tapa 

suavemente y centrifugar durante 15 s a ³8000 x g (³10.000 rpm) para lavar la columna. Deseche el flujo 

de la columna. 

12. Pipetear 500 μl de Buffer RPE en la columna de centrifugado RNeasy MinElute. Cierre la tapa 

suavemente y centrifugar durante 15 s a ³8000 x g (³10.000 rpm) para lavar la columna. Deseche el 

flujo. 
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13. Pipetear 500 μl de etanol al 80% en la columna de centrifugado RNeasy MinElute. Cierre la tapa 

suavemente y centrifugue durante 2 minutos a ³8000 x g (³10.000 rpm) para lavar la membrana de la 

columna de centrifugado membrana. Deseche el tubo de recogida con el flujo. 

14. Colocar la columna de centrifugado RNeasy MinElute en un nuevo tubo de recogida de 2 ml 

(suministrado). Abra la tapa de la columna de centrifugación y centrifugue a máxima velocidad durante 

5 minutos para secar la membrana. Deseche el tubo de recogida con el flujo. 

15. Colocar la columna de centrifugado RNeasy MinElute en un nuevo tubo de recogida de 1,5 ml 

(suministrado). Añada 14 μl de agua libre de RNasa directamente en el centro de la membrana de la 

columna de centrifugado. Cierre la tapa suavemente y centrifugue durante 1 minuto a máxima velocidad 

para eluir el ARN. 

 

Anexo 2: 1st-Strand cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, EE. UU.) 

Reacción de poliadenilación:  

Prepare las reacciones de poliadenilación añadiendo los siguientes componentes para separar tubos de 

microcentrífuga de 0,5 ml libres de RNasa: 

Agua libre de RNasa para llevar el volumen final a 20 (incluyendo la polimerasa añadida en el paso 2) 

4,0 l de tampón de polimerasa 5× 

1,0 l de rATP (10 mM) 

1,0 l de MnCl2 25 mM (opcional) 

x l de ARN total (30 ng - 1 g) 

1. Añadir 1 ul de polimerasa E. coli poly A a cada reacción y mezclar suavemente (no mezclar en vórtex). 

Centrifugue brevemente las reacciones para recoger el contenido en el fondo de los tubos. 

2. Incubar a 37ºC por 30 minutos 

3. Incubar a 95ºC por 5 minutos y transferir los tubos a cama de hielo inmediatamente. 

4. Proceda a la purificación de ARN (si se incluyó MnCl2) o a la síntesis de ADNc de primera cadena (si 

se omitió MnCl2), o almacene las reacciones a -20°C. Para el almacenamiento a largo plazo, almacene 

las reacciones a -80°C. 

Purificación de ARN: Phenol-Chloroform Extraction and Ethanol Precipitation 

5. Para cada reacción agregue 80 μl de agua libre de RNAsas 

6. Transfiera cada muestra a un tubo para centrifuga de 1.5ml 

7. Agregar 100 μl de fenolcloroformo a cada muestra y mezclar en vortex 

8. Dar un spin a las muestras en microcentrífuga a 14.000 g por 10 minutos a 4°C 
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9. Transferir la fase acuosa de cada tubo a un ependorf nuevo de 1.5 con precaución de no mezclar las 

fases. 

10. Agregar un volumen igual de cloroformo a cada muestra y mezclar en vortex 

11. Mezclar las muestras en microcentrífuga a 14.000 g por 10 minutos a 4°C. 

12. Transferir la fase acuosa de nuevo a un ependorf de 1.5 ml nuevo sin mezclar las fases. 

13. Agregar 0.5 μl de glicógeno 20mg/ml y 10 μl de NaOAc 3M, pH 5.2. 

14. Mezclar por inversión y agregar 300 μl de etanol al 95% a cada muestra. 

15. Mezclar en microcentrífuga a 14.000 g por 10 minutos a 4°C para que se forme el pellet de ARN.  

16. Descartar el sobrenadante 

17. Resuspender el ARN con 300 μl de etanol al 80% en cada tubo y mezclar por inversión. 

18. Mezclar en microcentrífuga a 14.000 g por 10 minutos a 4°C para que se forme el pellet de ARN.  

19. Descartar el sobrenadante 

20. Secar el ARN en una centrifuga por 2-5 minutos sin dejar secar en exceso. 

21. Resuspender el ARN en 10 μl de agua libre de RNAsas 

Síntesis de cDNA: 

22. Añadir agua hasta completar un total de 20 μl, 2 μl de AffinityScript RT buffer, 10 μl de ARN poliadenilado 

o 4 μl de reacción de poliadenilación, 0,8 μl de mezcla dNTP, 1 μl de RT adaptator primer y 1 μl de 

AffinityScript RT/RNase Block enzyme mixture 

23. Mezclar las muestras (No vortex) 

24. Incubar a 55°C por 5 minutos  

25. Incubar por 15 minutos a 25°C. 

26. Incubar a 42°C por 30 minutos para permitir que se realice la transcripción inversa. 

27. Incubar las reacciones a 95°C por 5 minutos para terminar la transcripción inversa 

28. Agegar hasta 208 μl de agra libre de RNAsas 

29. Colocar las reacciones finales en hielo si se va a realizar la PCR de inmediato. De lo contrario, mantener 

a -20°C. 
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Anexo 3. Secuencias de primers forward diseñados a partir de secuencias maduras obtenidas en NCBS. 

miRNA Secuencia 

hsa-miR-34a-5p 5’-TGGCAGTGTCTTAGCTGGTTGT-3’ 

hsa-miR-185-5p 5’-TGGAGAGAAAGGCAGTTCCTGA-3’ 

hsa-miR-7d-5p 5’-AGAGGTAGTAGGTTGCATAGTT-3’ 

has-miR-30d-5p 5’-TGTAAACATCCCCGACTGGAAG-3’ 

 

 

Anexo 4. Eficiencia de las qPCR para cada microARN evaluado. 

miRNA R2 Pendiente Eficiencia de la qPCR (%) 

34a-5p 0,996 -3,237 103,6 

185-5p 0,995 -3,412 96,4 

7d-5p 0,994 -2,45 155,9 

 

Anexo 5. Curvas estándar y fórmulas de extrapolación del número de copias para cada microRNA. A) 

Curva estándar miR-185-5p, B) Curva estándar miR-let-7d, C) Curva estándar miR-34a-5p. 
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