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RESUMEN
Introduccion. El desarrollo de la corioamnioitis (CAM) es determinado por los signos y
sintomas de infeccion intrauterina los cuales son clinicamente evidentes en su fase
aguda. Aunque se conocen las moléculas inflamatorias relacionadas con el proceso
infeccioso en fase activa no se cuenta con marcadores de diagnostico temprano que
logren identificar el desarrollo de la CAM durante la gestacion.
Objetivo Cuantificar los niveles de IL-1B y evaluar la expresion de los microRNA-21, -
106, -126 y -146a asociados a la secrecion de dicha interleucina.
Material y métodos. A partir de cinco mililitros de sangre periférica de pacientes 1) sin
CAM vy sin trabajo de parto activo (STP; n=15); 2) sin CAM y con trabajo de parto (CTP;
n=15); y 3) con evidencia clinicas de CAM (n=15). El suero fue recuperado para obtener
el RNA mediante el método de TRIzol y se sintetizo el cDNA mediante la
retrotranscripcion. La expresién de los microRNAs fue realizada mediante 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. El desarrollo de CAM incrementa la expresion del microRNA-126 y -146,
reduce la expresibn del microRNA-21. La secrecion de la IL-1p aumentd
significativamente con respecto al grupo de STP (p=0.002).
Conclusiones. Estos resultados en su conjunto sugieren que los tres microRNAs
pueden ser usados como marcadores moleculares en del desarrollo de la
corioamnioitis.

Palabras clave. Corioamnioitis, interleucina 1L-B, microRNA



ABSTRACT

Introduction. Developing chorioamnionitis (CAM) is determined by the signs and
symptoms of intrauterine infection which are clinically evident in its acute phase.
Although known inflammatory molecules related to the infection process in active phase
have not early diagnostic markers identify achieve CAM development during gestation.
Objective: Quantify levels of IL-1B and evaluating the expression of the microRNA-21, -
106, -126 and-146a associated with the secretion of this interleukin.

Material and methods Five milliliters of peripheral blood of patients 1) without CAM and
without active labor (STP; n=15), 2) no CAM and AL (CTP; n=15), and 3) with clinical
evidence of CAM (n=15). The serum was recovered to obtain RNA using TRIzol method
and cDNA was synthesized by reverse transcription. MicroRNA expression was
performed by 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 CAM development increases expression of microRNA-126 and -146, reduces
expression of microRNA-21. The secretion of IL-1B significantly increased relative to
STP group (p=0.002).

Conclusions These results suggest that the tree microRNA can be used as molecular
marker in the development of chorioamnionitis.

Keywords Chorioamnionitis, interleukin 1-B, microRNA



INTRODUCCION
La corioamnioitis (CAM), se define como la inflamacion aguda de las diferentes
poblaciones celulares (amnios, corion y decidua) que componen a las membranas
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fetales humanas vy al tejido placentario.>? La CAM explica hasta el 70% de los partos

prematuros con ruptura de membranas o trabajo de parto espontaneo y el 13% de los

nacidos a término. 3

Los principales microorganismos asociados como agentes
causales en el desarrollo de la corioamnioitis y que han sido aislados con mayor
frecuencia son bacterias gram-positivas (Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis),
bacterias gram-negativas (Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Chlamydia

trachomatis) y bacterias atipicas (Ureaplasma urealyticum).*’

El proceso infeccioso activa la respuesta inmunolégica innata la cual comprende el
tejido epitelial, células profesionales (macréfagos, monocitos, células natural killer NK,
neutréfilos). ®° El reconocimiento de las bacterias activa la secrecién masiva de
diversas citocinas quimiotacticas (Interleucina tipo 6 y 8) e inflamatorias (Interleucina-
1B, y el factor de necrosis tumoral tipo alfa; TNFa), las cuales son las responsables de
amplificar la respuesta inmunolégica y la activacion para la fagocitosis y la activacion de

los linfocitos T. &1°

En este escenario de regulacion inflamatorio/anti-inflamatorio se ha demostrado la
participacion de una clase particular de RNA denominados microRNA como
moduladores de la respuesta inflamatoria inhibiendo a los factores encargados de la

diferenciacion y activacién de las células inmunolégicas o inhibiendo diferentes tipos de

RNA 1012



Aunque se conocen las moléculas inflamatorias y de fase aguda relacionadas con el
proceso infeccioso en fase activa ' , actualmente no se cuenta con marcadores de
diagnéstico temprano que logren identificar el desarrollo de la corioamnioitis durante la
gestacion, por lo que el principal objetivo en este estudio fue determinar en suero de
pacientes con desarrollo de CAM la expresion de los microRNA-21, -106, -126 y -146a

asi como la cuantificacion de la IL-1p.



MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las muestras

Cinco mililitros de sangre periférica fue obtenida de pacientes 1) sin evidencias clinicas
de CAM vy sin trabajo de parto (STP; n=15); 2) sin evidencias clinicas de CAM y con
trabajo de parto (CTP; n=15); y 3) con evidencias clinicas de CAM (n=15). El
diagnoéstico de corioamnioitis se basa en la presencia de dos 6 mas de los siguientes
signos clinicos: fiebre (mayor de 38.3°C), taquicardia materna (> 100 latidos por
minuto), taquicardia fetal (>160 latidos por minuto), liquido amniético fétido o purulento,
dolor o sensibilidad uterina; leucocitosis (mayor de 15 000/mm?), bandemia (>6%),
niveles elevados de proteina C reactiva (> 2mg/dL). Al momento de la muestra las
pacientes no presentaron evidencias clinicas de 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 se
encontraron diferencia significativa entre la edad materna de los tres grupos. La edad
gestacional mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de CAM
con respecto al grupo sin trabajo de parto y con trabajo de parto (p<0.001; Tabla 1). La
confirmacion de la CAM se evalud por histologia de las membranas fetales, cordén

umbilical y placenta.

Obtencion del RNA
A partir de 500 pl 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 afiadid 100 ul 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 agreg6 1 pl 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 adicioné 1 ml de etanol al 100% y se agito vigorosamente por 15 seg. y fue
centifugado nuevamente a 4 000 rpm por 15 min. El procedimiento se repitid una vez
mas con etanol al 75%. El RNA fue evaporado toda la noche a temperatura ambiente.
El RNA fue hidratado con 20 pl de dietilpirocarbonato (DEPC) y cuantificado por

espectofotometria 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 microRNAs-21,
106, -126, y -146 se realizaron a 56, 58 y 60°C para el alineamiento de PCR usando
como control de expresion tejido de neural (microRNA-21 y -106), células leucémicas
(microRNA-126) y tejido cardiaco (microRNA-146). Una porcién de cada tejido fue
macerado con TRIzol y centrifugado a 12 000 rpm por 10 minutos. La extracciéon y

cuantificacion del RNA fue realizado mediante el procedimiento antes descrito.

Sintesis del cDNA

En tubos eppendorf independientes se adicionaron 2.5 UL 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 adiciond 1uL de iniciadores especificos (Tabla 1), 10
puL de dNTPs 10 mM (InvitroGen) y 6.5 pL de agua inyectable por cada iniciador la
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mezcla fue calentada a 65°C por 5 min. Finalmente, a las muestras se les agreg6 0.5 L
de enzima retrotrascriptasa (RT; cat A1250; Promega Madison WI, USA) y 4 pL de
buffer 5X para obtener un volumen de 20 L. La mezcla anterior se incubara durante 1

hora a 50°C y finalmente la reaccién se inactivara a 70°C.

Expresion de los microRNA mediante PCR

A partir del cDNA obtenido se amplificaron los cuatro microRNA y el microRNA
constitutivo mediante PCR. Para la amplificacion de dichas secuencias se empled la
siguiente mezcla de reaccion: 200 ng de cDNA molde, 2.5uL de buffer 10X, 2 mM de
MgCl2, 25 mM de cada uno de los dNTP, 10pM de cada iniciador, 2U de Taq
polimerasa, ajustando la reaccién a 25 puL con agua para PCR. La secuencia de los
iniciadores se muestran 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 éptico a utilizando el programa ImageJ (NIH; USA).

Cuantificacion de IL-1B

Para la determinacién de la concentracion de IL-1 3 (Duoset DY201, R&D Systems) en
el plasma se utilizo el ensayo inmuno enzimatico tipo sandwich (ELISA) de acuerdo a
las recomendaciones de la casa comercial. Para la curva estandar se incluyeron siete
puntos con un rango de 250 a 3.90 pg/mL. Se determind la densidad Optica a una
longitud de 450nm.



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

estandar con una diferencias significativa de p<0.05.
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RESULTADOS
Evidencias histologicas de las pacientes con corioamnioitis
La figura 1 muestra las caracteristicas morfolégicas de las membranas fetales, cordon
umbilical y de la placenta de pacientes con desarrollo de CAM y de pacientes sin
trabajo de parto (STP). Se observa el desprendimiento de la region del amnios y de la
coriodecidua asi como un incremento en el infiltrado tanto en las membranas fetales
(fig. 1A) como en la placenta (fig. 1C) de las pacientes con evidencias clinicas de CAM

con respecto al grupo control (fig. 1A"- C").

Estandarizacion de las condiciones de RT-PCR

La figura 2 muestra los amplificados de los microRNAs en cada una de las
temperaturas de alineamiento, siendo a 58°C la temperatura Optima para los microRNA-
21, -126 y -146; en tanto que para el microRNA-106 fue de 60°C. El peso molecular
para cada uno de los microRNA fue de 71, 70, 72 y 74 pares de bases respectivamente
y corresponde con el estimado por el analisis bioinformatico. Estas condiciones de
temperatura de amplificacion fueron usadas para evaluar la expresion de los microRNA
de los tres grupos de estudio y en cada caso se incluyé como control positivo el cDNA

correspondiente.

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

Para evaluar el cambio en la expresion de los cuatro microRNAs de las pacientes con
corioamnioitis (CAM) se tomé como medida de referencia la detectada en el grupo de
pacientes sin trabajo de parto ya que no tienen activada la secrecion de citocinas

inflamatorias. En todos los casos, los geles de expresion muestran bandas por arriba de
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las esperadas y representan la forma inmadura del microRNA.

La figura 3 muestra la disminucion significativa en la expresion del microRNA-21 tanto
en el grupo de pacientes CTP como en las pacientes con CAM. La banda que
corresponde al microRNA (72 pb) fue cuantificado por densidad optica (figura 2B). En
las pacientes CTP la expresion del microRNA-21 disminuyo significativamente (p<0.001;
figura 3B). La expresion del microRNA-21 en las pacientes con CAM, disminuyé

significativamente 1.3 veces con respecto al grupo STP (p<0.05; fig. 3B).

La figura 4 muestra el perfil de expresién del microRNA-106 en las pacientes CTP y de
CAM. La banda de 70 pb fue analizada por densidad optica (fig. 4B). El perfil de
expresion tanto de las en las pacientes CTP como el de CAM aument6é 1.1 y 1.07
respectivamente; sin embargo, no se observdO una diferencia estadisticamente

significativa con respecto al grupo STP (p=0.6; fig. 4B).

La figura 5 muestra el perfil de expresion del microRNA-126 en las pacientes CTP y de
CAM. La banda de 72 pb fue analizada por densidad optica (fig. 5B). El perfil de
expresion aumentd significativamente 1.2 y 1.3 respectivamente en el grupo CTP y en

el grupo CAM con respecto al grupo STP (p<0.001; fig. 5B).

La figura 6 muestra el perfil de expresion del microRNA-146 en las pacientes CTP y de
CAM. La banda de 74 pb fue analizada por densidad optica (Fig. 6B). El perfil de

expresion disminuyd para el grupo CTP (p<0.001) y aument6 significativamente para las

12



pacientes con CAM (p=0.05).

Cuantificacion de IL-1p.
La figura 7 muestra la secrecion de la IL-1p en los tres grupos de estudio. Las pacientes
CTP y de de CAM incrementaron 1.8 (p=0.014) y 2.8 (p=0.02) veces respectivamente la

secrecion de IL-1p con respecto a las pacientes STP.
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CONCLUSIONES
En nuestro estudio reportamos la deteccion de los cuatro microRNAs en el suero
materno como ha sido detectado en diferentes patologias. ***® Nuestros resultados
demuestran que en pacientes con evidencias clinicas de CAM en las cuales se
incremento la concentracion de IL-1p el aumento significativo en la expresion del
microRNA-126 y el -146 con respecto a las pacientes STP. Perry y colaboradores
(2008) encontraron una reduccion importante en la expresion del microRNA-146
inducida por el aumento en la IL-1p. *” De manera interesante la respuesta inflamatoria
reduce la expresion del microRNA-21; sin embargo, al compararse con respecto al
grupo CTP se observa un incremento (fig. 3B). EI microRNA-106 no cambia con
respecto al proceso infeccioso. Nuestros datos sugieren que el aumento en la expresion
de los microRNA-126 y 146 y la disminucion del microRNA-21 pueden ser utilizados
como marcadores de referencia en respuesta a un proceso infeccioso. El tener
marcadores moleculares ayudaria a disminuir efectos adversos en el desarrollo

neurolégico de los recién nacidos provenientes de madres con infeccion intrauterina.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio.

Controles sin CAM

o (n=30)
Caracteristica sin TP con TP Casos CAM
(n=15) (n=15) (n=15)
Edad materna, afos 30+6.5 27.318.4 28.4+8.1
Edad gestacional, semanas 36.1+4.5 37.9+2.7 27.9+5.7
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FIGURA 1
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Tabla 2. Secuencia especifica de los microRNA para la retrotranscripcién.

microRNA Secuencia
5a3
21 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG

ACACAACT

106 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTC
CATC

126 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTT
ACGC

156a GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTC
AGCC

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

microRNA Secuencia Tamano
5a3 (pb)
21 CCGGCCGATCGAATAG 71
106 CCGGCCGTTTTCACG 70
126 GCCGAGCATGGCTCTC 72
156a GTGCAGGGTCCGAGGT 74

21



FIGURA 2
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FIGURAS
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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PIES DE FIGURAS

Figura 1 Imagen representativa. Membranas fetales (A; 10X), cordén umbilical (B;
20X) y placenta (C; 20X) con desarrollo de corioamnioitis y de membranas fetales (A";
10X), cordon umbilical (B"; 20X) y placenta (C"; 20X) con trabajo de parto. Epitelio
amnioético (AM), y coriodecidua (CHD).

Figura 2 Expresiéon de PCR de los microRNA a diferentes intervalos de
temperatura. microRNA-21 (71 pb; A), -106 (70 pb, B), -126 (72 pb; C) y 146 (74 pb;
D). Marcador de peso molecular (M), pares de bases (pb).

Figura 3 Expresion del microRNA-21. 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; tejido neural) y negativo (CN; sin
cDNA). La cantidad de microRNA se determind mediante la densidad Optica de la
banda con respecto al grupo sin trabajo de parto. Diferencia estadisticamente
significativa entre STP vs CTP (p<0.001) y STP vs CAM (p<0.05).

Figura 4 Expresion del microRNA-106. 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; tejido neural) y negativo (CN; sin
cDNA). La cantidad de microRNA se determiné mediante la densidad optica de la
banda con respecto al grupo sin trabajo de parto. Diferencia estadisticamente

significativa p=0.06
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Figura 5 Expresion del microRNA-126. 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; tejido neural) y negativo (CN; sin
cDNA). La cantidad de microRNA se determiné mediante la densidad Optica de la
banda con respecto al grupo sin trabajo de parto. Diferencia estadisticamente
significativa entre STP vs CTP (p<0.001) y STP vs CAM (p<0.001).

Figura 6 Expresion del microRNA-146. 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; tejido neural) y negativo (CN; sin
cDNA). La cantidad de microRNA se determind mediante la densidad Optica de la
banda con respecto al grupo sin trabajo de parto. Diferencia estadisticamente
significativa entre STP vs CTP (p<0.001) y STP vs CAM (p=0.05).

Figura 7. Secrecion de la IL-1p de los tres grupos de estudio. Diferencia
estadisticamente significativa entre STP vs CTP (p=0.014) y STP vs CAM (p=0.002).
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