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RESUMEN
Introduccion La preeclampsia (PE) es el resultado de la placentacion deficiente
seguida del estrés hemodinamico lo que conlleva a la hipertension y proteinuria.
Recientemente los microRNA han sido utilizados como marcadores moleculares
en diferentes patologias asociadas a procesos inflamatorios.
Objetivo: Determinacion en suero de pacientes con desarrollo de preeclampsia la
expresion de los microRNA-153, -183, -200b, -210.
Material y Métodos Se obtuvo sangre periférica de pacientes 1) sin evidencias
clinicas de PE y sin trabajo de parto (TP; n=15); 2) sin evidencias clinicas de PE y
con TP activo (n=15); y 3) con evidencias clinicas de PE (n=15). El suero fue
recuperado para obtener el RNA mediante el método de TRIzol. La expresion de
los microRNAs fue realizada mediante RT-PCR con iniciadores especificos. Los
resultados se presentan como la media + desviacion estandar y el analisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba de Mann-Whitney con una diferencia
significativa de p<0.05.
Resultados La presion arterial (p<0.001) y la edad gestacional (p=0.05) de las
pacientes fue estadisticamente significativas con respecto al grupo control. El
microRNA-153, -183, -200b aumentaron, en tanto que el microRNA-210 disminuy6
su expresion en las pacientes con PE con respecto al grupo sin trabajo de parto.
Conclusiones Estos resultados en su conjunto sugieren que los cuatro
microRNAs pueden ser usados como marcadores moleculares en del desarrollo
de preeclampsia.

Palabras clave Embarazo; microRNAs; preeclampsia.



ABSTRACT
Introduction Preeclampsia (PE) is the result of poor placentation followed
hemodynamic stress wich to hypertension and proteinuria. MicroRNAs recently
have been used as molecular marker in various pathologies associated with
inflammatory process.
Objetive To determine in serum of patients with preeclampsia development
expression of microRNA-153, 183, -200b, and -210.
Material and Methods Peripheral blood was obtained of patients 1) without clinical
evidence of PE and without labour (n=15); 2) without clinical evidence of PE and
labour (n=15); and 3) with clinical evidences of PE (n=15). The serum was
recovered to obtain RNA using TRIzol method. MicroRNAs expression was
performed by RT-PCR using specific primers. The results are presented as mean +
standard deviation and statistical analysis was performed using the Mann-Whitney
test with a significant difference of p<0.05.
Results Blood pressure (p<0.001) and gestational age (p=0.05) of patients was
statistically significant compared to the control group. The microRNA-153, -183 and
-200b was up-regulated, while the microRNA-210 was down-regulated in patients
with PE compared with the patients without labor.
Conclusions These results suggest that the four microRNAs can be used as
molecular marker in the development of preeclampsia.

Keywords Pregnancy, microRNA, preeclampsia.



INTRODUCCION
La preeclampsia (PE) es la tercera causa de muertes en el mundo y esta asociada
con los nacimientos prematuros, restriccion de crecimiento intrauterino y es un
factor de riesgo en la morbilidad y mortalidad materna. * La PE se presenta por lo
general después de la semana 20 de gestacién y es el resultado de la
placentacion deficiente seguida del estrés hemodindmico lo que conlleva a la
hipertension aguda. Clinicamente la PE se caracteriza por dos eventos fisiol6gicos
1) elevacién de la presion arterial en mujeres previamente normotensas (sistolica >
140 mmHg/diastdlica > 90 mmHg), y 2) proteinuria superior a 300 mg en 24 horas.
12 El desorden vascular produce diversas alteraciones en el endotelio vascular e
induce la respuesta inflamatoria sistémica. ** Diferentes pruebas bioquimicas han
sido usadas para la deteccién de la preeclampsia. >’ Recientemente los
microRNAs han sido detectados en tejido placentario ®° y en plasma en diferentes
patologias. *°*? Los microRNAs son secuencias pequefias (19-25 nucleétidos) no
codificantes, estan altamente conservadas y regulan diferentes actividades

13

metabdlicas, ejercen efectos en la expresion de los genes al inducir la

degradacion de proteinas o mediante la metilacién, ***°

asi como en la respuesta
inflamatoria. *®*° El principal objetivo en este estudio fue determinar en suero de
pacientes con desarrollo de preeclampsia la expresién de los microRNA-153, -183,

-200Db, -210.



MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las muestras

Cinco mililitros de sangre periférica fue obtenida de pacientes 1) sin evidencias
clinicas de PE y sin trabajo de parto (TP; n=15); 2) sin evidencias clinicas de PE y
con TP (n=15); y 3) con evidencias clinicas de PE (n=15). Al momento de la
muestra las pacientes no presentaron evidencias de infeccion u otras patologias
asociadas a la respuesta inflamatoria. En todos los casos se obtuvo el
consentimiento informado de acuerdo a los lineamientos aprobados por el comité
de investigacion y ética institucionales. Las caracteristicas maternas se muestran
en la tabla 1. No existi6 diferencia significativa entre la edad materna entre los tres
grupos. La edad gestacional mostré diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo de PE con respecto al grupo sin (p=0.05) y con trabajo de parto

(p<0.001; Tabla 1). La presion sistolica/diastolica del grupo de PE fue

estadisticamente significativa con respecto a los grupos control (p<0.001; Tabla 1).

Obtencion del RNA

A partir de 500 ul de plasma se le adicion6 el mismo volumen de TRIzol
(InvitroGen; Carlsbad, CA) la mezcla fue agitada vigorosamente por 15 seg y se
incubaron por 15 min a 30°C. Posteriormente a cada muestra se les afiadio 100 pl
de cloroformo y se agitaron por 15 seg. e incubadas por 3 min a 30°C. Al término
las muestras fueron centrifugadas a 4 000 rpm por 15 min y la fase acuosa fue

transferida a un tubo nuevo y se le agregd 1 ul de isopropanol. Las muestras



fueron incubadas por 1 hora a -20°C. Al término de éste tiempo las muestras
fueron centrifugadas a 4 000rpm por 30 min. Al pellet se le adicion6 1 ml de etanol
al 100% y se agito vigorosamente por 15 seg. y fue centrifugado nuevamente a
4000 rpm por 15 min. El procedimiento se repitié una vez mas con etanol al 75%.
El RNA fue evaporado toda la noche a temperatura ambiente. EI RNA fue
hidratado con 20 pl de dietilpirocarbonato (DEPC) y cuantificado por

espectrofotometria mediante la relacion de absorbencia 260/280.

Condiciones para estandarizar las condiciones de RT-PCR de los microRNAs.

Las temperaturas de alineamiento para la amplificacion de PCR de los microRNA-
153, -183, -200b, y -210 se realizaron a 56, 58 y 60 °C usando como control de
expresion tejido de placenta de paciente sin trabajo de parto. Una porcion del
cotiledon fue macerado con TRIzol y centrifugado a 12 000 rpm por 10 minutos. La
extraccion y cuantificacion del RNA fue realizado mediante el procedimiento antes

descrito.

Sintesis del cDNA

En tubos eppendorf independientes se adicionaron 2.5 yL del RNA de cada una
de las muestras y se calentaron a 65°C durante 15 minutos e inmediatamente
enfriados en hielo por 5 min. Posteriormente, se adiciond6 1uL de iniciadores
especificos (Tabla 1), 10 yL de dNTPs 10 mM (InvitroGen) y 6.5 yL de agua
inyectable por cada iniciador la mezcla fue calentada a 65°C por 5 min.

Finalmente, a las muestras se les agrego 0.5 uL de enzima retrotranscriptasa (RT-



PCR, cat A1250; Promega Madison WI, USA) y 4 uL de buffer 5X para obtener un
volumen de 20 pL.

Las secuencias especificas para cada microRNA se muestran en la tabla 2. La
mezcla fue incubada por 60 minutos 50°C y finalmente la reaccion se inactivd

70°C.

Expresion de los microRNA mediante PCR

A partir del cDNA obtenido se amplificaron los cuatro microRNAs y el microRNA
constitutivo mediante PCR. Para la amplificacion de dichas secuencias se
empleara la siguiente mezcla de reaccion: 200 ng de cDNA molde, 2.5uL de de
buffer 10X, 2 mM de MgCl2, 2.5 mM de cada uno de los dNTP, 10pM de cada
iniciador del microRNA especifico (Tabla 3), 2U de Taq polimerasa, ajustando la
reaccion a 25 pL con agua para PCR. La secuencia de los iniciadores se muestra
en la tabla 2. Los amplificados sometidos en geles de agarosa al 4% a voltaje
constante por 40 minutos y las bandas fueron visualizadas en luz UV y las
imagenes fueron capturadas usando el sistema fotodocumentador (Gel Doc 2000.
Bio-Rad, USA). El perfil de las bandas de los diferentes microRNA fueron
determinadas mediante la densidad 6ptica utilizando el programa ImageJ (NIH;

USA).



Andlisis estadistico
Las diferencias entre las variables maternas se uso el analisis t-student seguido de
la prueba de Mann-Whitney. Los valores son presentados como la media +

desviacion estandar con una diferencias significativa de p<0.05.

RESULTADOS

Estandarizacion de las condiciones de RT-PCR

La imagen 1 muestra los amplificados de los microRNA utilizando tejido de
placenta de una paciente sin trabajo de parto activo y sin patologia obstétrica
asociada a procesos inflamatorios. La temperatura de alineamiento para los
microRNA-153, -200b y -210 fue de 56°C en tanto que para el microRNA-183 fue
de 60°C. El peso molecular para cada uno de los microRNA-153, -183, -200b, -210
fue de 72, 75, 74y 72 para de bases respectivamente (Figura 1) y corresponden
con el andlisis bioinformatico. Estas condiciones de amplificacion fueron usadas
para la amplificaciéon de los microRNA de los tres grupos de estudio y en cada
caso se incluyé como control positivo el microRNA especifico obtenido de

placenta.

Perfil de expresion de los microRNAs de los tres grupos de pacientes

Para evaluar el cambio en la expresién de los cuatro microRNAs de las pacientes
con trabajo de parto (CTP) y de preeclampsia (PE) se tomo como medida de
referencia la detectada en el grupo de pacientes sin trabajo de parto ya que no

tienen activada la secrecion de la interleucina tipo 1-beta y el factor de necrosis
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tumoral tipo alfa (datos no mostrados). En todos los casos, los geles de expresion
muestran bandas por arriba de las esperadas y representan la forma inmadura del
microRNA, en tanto que la banda por debajo del peso molecular, representa

uniones inespecificas de los nucledtidos.

La figura 2 muestra el aumento en la expresion del microRNA-153 tanto del grupo
de pacientes CTP como de PE. La banda que corresponde al miRNA (72 pb) fue
cuantificado por densidad Optica (figura 2B). En las pacientes CTP la expresion del
microRNA-153 aumentd; sin embargo, no fue estadisticamente significativo con
respecto al grupo control (figura 2B). En las pacientes con PE, la expresion del
microRNA-153 incremento significativamente 1.2 veces con respecto al grupo sin

trabajo de parto (p<0.001; figura 2B).

La figura 3 muestra el aumento en la expresion del microRNA-183 tanto en el
grupo CTP como en las de PE. La banda que corresponde al microRNA (75 pb)
fue cuantificada por densidad éptica (fig. 3B) la expresién aumento 1.2 y 1.35 en el
grupo de pacientes CTP (p<0.001) y de PE (p<0.001) respectivamente en relacion

con el grupo STP.

La figura 4 muestra el aumento en la expresion del microRNA -200b, tanto el
grupo CTP como de PE. Las pacientes CTP y PE la expresion del microRNA-153
aument6 1.12 y 1.06 veces respectivamente con respecto al grupo control (p<0.01;

figura 2B).
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La figura 5 muestra la disminucion de 1.4 y 1.2 veces la expresion del microRNA-
210 tanto en el grupo de CTP como de PE respectivamente con respecto al grupo

control (p<0.001; figura 5B).

CONCLUSIONES
En este estudio demostramos en pacientes con evidencias clinicas de PE el
aumento de los microRNA-153 y 200b y la disminucién del microRNA-210 con
respecto al grupo de pacientes sin trabajo de parto (control). Consideramos
realizar esta comparacion ya que existen diferentes evidencias que indican que el
proceso inflamatorio regula la expresién de diferentes microRNAs. *®1" 2% Estos
microRNAs en la placenta estan involucrados con la invasividad de las células del

sincitiotrofoblasto. %!

El microRNA-153, esta involucrado con el desarrollo placentario y aumenta en
patologias asociadas al embarazo. ** Nuestro resultado demostré un aumento
significativo tanto del microRNA-153 (fig. 2) como del -200b (fig. 4) con respecto a
la observada en el grupo control como ha sido reportado en el tejido placentario. °
El microRNA-183 esta asociado con diferentes tipos de invasividad celular y
placentaria. %% Pineles y cols (2007) reportaron el incremento del microRNA-183
de tres veces en casos con PE y restriccion de crecimiento, nuestros resultados
demuestran un incrementos de 1.35 veces con respecto al grupo STP. La

severidad de la restriccion intrauterina aumenta la respuesta inflamatoria lo que

aumenta la expresion en casos con restriccion de crecimiento. EI microRNA-210
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estd asociado con la invasividad de las células del sincitiotrofoblasto y se
incrementa su expresién en casos de hipoxia. > % Pineles y cols., (2007)
reportaron que el microRNA-210 se incrementa hasta 3-veces en pacientes con
PE comparados con pacientes con trabajo de parto activo. ° Nuestros resultados
indican la reduccién de su expresion con respecto al grupo sin trabajo de parto
(p<0.001; figura 4); sin embargo, su expresion aumenta cuando es comparado con
el grupo de trabajo de parto activo como previamente ha sido reportado
previamente. ° En nuestro estudio reportamos la deteccién del microRNA-153 en
suero materno como la detectada en muestras de placenta. ®° Nuestros datos
demuestran que la expresion de estos microRNAs son detectados en el plasma de
mujeres que han desarrollado preeclampsia y sugieren ser buenos marcadores de
diagnéstico en las fases iniciales del desarrollo de la preeclampsia lo que debera

de ser explorado en la siguiente fase de este proyecto.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las pacientes.

Controles sin PE

o (n=30)
Caracteristica sin TP con TP  Casos PE
(n=15) (n=15) (n=15)
Edad materna, afios 30.946.5 27.348.35 28+8.26

Presion arterial sistélica, mm Hg 100+12.0  98.3+10.5 155+11
Presion arterial diastolica, mm Hg  65.7+7.2 6518.2 106.7+17.6
Edad gestacional, semanas 36.0+4.5 37.0+2.7 33.9+4.3

Los datos se presentan como la media + la desviacién estandar.

Tabla 2. Secuencia especifica de los microRNA para la retrotranscripcion.

microRNA Secuencia
5a3
153 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAGCUGCU
AGUG
183 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAAACCCA
200b GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTC
ATCA
210 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTC

AGCC
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Tabla 3. Secuencia especifica de los microRNA para la amplificacion por

PCR.
microRNA Secuencia Tamarfo
5a3 (pb)
153 CGGCCTTGCATAGTCAC 72
183 CGGCCGACTCTTGAC 75
200b CGGCCGTAATACTGCCTGG 74
210 CGGCCGCTGTGCGTGT 72
FIGURA 1
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
A 56 58 60 B 60 58
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PIES DE FIGURAS

Figura 1 Expresion de PCR de los microRNA a diferentes intervalos de
temperatura. Se muestra el microRNA-153 (72 pb; A), -183 (75 pb, B), -200b (74
pb; C) y -210 (72 pb; D). Marcador de peso molecular (M), pares de bases (pb).

Figura 2 Expresion del microRNA-153. Se muestra la expresion diferencial entre
el grupo de pacientes sin trabajo de parto, con trabajo de parto y de preeclampsia
(A), marcador de peso molecular (M), control positivo (CP) y negativo (CN sin
cDNA. La cantidad de microRNA se determino mediante la densidad Optica de la
banda con respecto al grupo sin trabajo de parto. Diferencia estadisticamente

significativa p<0.001

Figura 3 Expresion del microRNA-183. Se muestra la expresion diferencial entre
el grupo de pacientes sin trabajo de parto, con trabajo de parto y de preeclampsia
(A), marcador de peso molecular (M), control positivo (CP) y negativo (CN sin
cDNA. La cantidad de microRNA se determino mediante la densidad Optica de la
banda con respecto al grupo sin trabajo de parto. Diferencia estadisticamente

significativa p<0.001

Figura 4 Expresién del microRNA-200b. Se muestra la expresion diferencial
entre el grupo de pacientes sin trabajo de parto, con trabajo de parto y de
preeclampsia (A), marcador de peso molecular (M), control positivo (CP) y
negativo (CN sin cDNA. La cantidad de microRNA se determino mediante la
densidad 6ptica de la banda con respecto al grupo sin trabajo de parto. Diferencia

estadisticamente significativa p<0.01
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Figura 5 Expresion del microRNA-210. Se muestra la expresion diferencial entre
el grupo de pacientes sin trabajo de parto, con trabajo de parto y de preeclampsia
(A), marcador de peso molecular (M), control positivo (CP) y negativo (CN sin
cDNA. La cantidad de microRNA se determino mediante la densidad Optica de la

banda con respecto al grupo sin trabajo de parto. Diferencia estadisticamente

significativa p<0.001
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