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ABREVIATURAS.

ADARL1: Adenosina deaminasa especifica de RNA 1
ADAR?2: Adenosina deaminasa especifica de RNA 2
ADAR3: Adenosina deaminasa especifica de RNA 3
Ago2: Argonauta 2

CSH1: Gonadotropina coriénica

CGB: Polipéptido beta

CRH: Hormona liberadora de corticotropina

cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario
dsRNA: Acido ribonucleico bicatenario

IRNA: RNA de interferencia

isomiR: Variantes de microRNAs

KCI: Cloruro de potasio

ME: Mujeres embarazadas

Mg: Magnesio

MiRNAS: microRNAs

misc_RNA: RNA miscelaneos

MiRNA: microRNA

nt: Nucleotidos

NE: Mujeres no embarazadas

(NH.)2S04: Sulfato de amonio

RNA: Acido ribonucleico

RNA-Seq: Secuenciaciéon de RNA

RISC: Complejo silenciador inducido

RDRC: Complejo de proteina dirigido para RNA
RPM: Lecturas por millon

rRNA: RNA ribosomal

scRNA: RNA citoplasmatico corto

siRNA: RNA de interferencia

sncRNAs: RNAs no codificantes de cadena corta
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SnRNA: RNA nuclear corto

snoRNA: RNA nucleolar corto

tRNA: RNA de transferencia

PAPPA: Proteina plasmética asociada al embarazo
PDGF: Factor de crecimiento derivado de la placenta
PP: post-embarazo

piIRNA: RNA asociados con el complejo piwi

XPO5: Exportina 5

SIGLAS.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

NOM: Norma Oficial Mexicana



GLOSARIO.

Cuerpo vesicular: Clase de vesicula extracelular que mide entre 500-2000 nm que se libera de

las células.

Exosoma: Clase de vesiculas pequefias (40-150 nm diametro) provenientes de membranas
celulares que transportan proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otros metabolitos.

Microvesiculas: Trazas membranales (exosomas y cuerpo vesicular) que son derivados de los

compartimentos celulares con funciones relacionadas a la sefializacion.

Preeclampsia: Sindrome que se presenta desde la vigésima semana del embarazo en el
embarazo, durante el parto y puerperio, caracterizado por un aumento de la presion arterial y

presencia de proteinuria.

Pseudouridilacion: Es un proceso de isomerizacion por un nucleésido (Uridina) de una forma

isomérica distinta modificando la funcion de los RNA no codificantes.

Puerperio: Periodo de cuarentena que pasa desde la expulsion de la placenta y el

alumbramiento hasta que vuelvan a las condiciones pregestacionales.
Regiones intrénicas: Secuencias en el gen que no traducen.
Regiones exonicas: Secuencias en el gen con informacion codificante.

Transposoén: Elemento genético exdgeno transponible con informacion genética para poder

integrarse dentro del genoma.
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1. Resumen.

Los RNAs cortos no codificantes (sncRNAS) en la circulacion materna estan siendo estudiados
como biomarcadores de procesos fisiolégicos y patolégicos en el embarazo. Las técnicas
utilizadas para esta finalidad son hasta el momento: la reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR), los microarreglos de sncRNAs y la secuenciacion masiva de nueva
generacion (RNAseq). Esta tltima permite identificar una mayor cantidad de clases de SncRNAs
gue aun no han sido caracterizados. Sin embargo, la cantidad de material genético inicial es un
paso determinante que ha provocado el uso de muestras bioldgicas enriquecidas con el material
mezclado de diferentes sujetos (pools). El objetivo de este trabajo consisti6 en la
estandarizacion del aislamiento de RNA total y la secuenciacion masiva (RNA-Seq) de sncRNAs
en plasma con una cantidad minima de muestra para la obtencion de lecturas de buena calidad
y cantidad. La relevancia de este desarrollo metodologico se basa en la obtencion de material
genético de cada mujer embarazada y el no tener que realizar mezclas enriquecidas de las
mismas para la secuenciacion. Los resultados obtenidos de veintiln muestras plasmaticas
(dieciséis provenientes de cuatro mujeres embarazadas colectadas por trimestre de embarazo
y después de su embarazo y, cinco provenientes de mujeres no embarazadas = muestras
control), dieron un rango de lecturas normalizadas de 20 rpm hasta 886,850 rpm por cada clase
de sncRNA encontradas en las bases de datos (FastQC, cutadapt, BWA, UNITAS), dichas
lecturas determinaron una calidad buena. Esto permitié que desarrollaramos un analisis global
de las abundancias relativas, obteniendo como resultado una mayor cantidad de microRNAs,
misc_RNA y RNAs no anotados en el plasma de ambos grupos de estudio. En conclusion, la

tesis presente contribuye con el desarrollo metodolégico para la obtencion de material genético
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en plasma a partir de una cantidad aprobada por la NOM 007-SSA2-2016 y el uso de la técnica

de RNA-Seq para la identificacion de sncRNAs en futuros estudios a lo largo del embarazo.

2. Introduccioén.

Una gran variedad de &cidos nucleicos ha sido detectada en los fluidos bioldgicos (plasma,
saliva, exudados y leche materna); entre ellos se han reportado los RNAs no codificantes de
cadena corta (sncRNAs). Aun se desconoce su funciéon o el producto de su aparicion en dichos
fluidos. No obstante, se sabe que la biogénesis de los sncRNAs en las células proviene de
diferentes rutas de transcripcion regulados por mecanismos especificos que se caracterizan por
la edicion de RNAs bicatenarios largos (dsRNAs) exdgenos desencadenando precursores en
forma de horquillas. Otra forma especializada es mediante la actividad de la enzima RNA
polimerasa Il provocando diferentes tamafios de las cadenas asociando con proteinas
auxiliares. Los mecanismos de accion que participan para la sintesis de los sncRNAs son la
represion postranscripcional, la escision de dsRNAs y la degradacion del mRNA (Hand J. & B.
A., 2017) En el embarazo, la presencia de DNA fetal en la circulacion la han descrito como una
posible comunicacion entre la madre y el feto, sin embargo, no se ha dilucidado su participacion
en cada trimestre del embarazo. Existen resultados de grupos de investigacién (Cai M. et al.,
2017; LiH. et al, 2012; Williams et al., 2013) gue demuestran la alta presencia de algunas clases
de sncRNAs como son principalmente los miRNA, tRNA, rRNA, entre otros. Los miRNAs son
la clase de sncRNAs mayormente estudiada por su participacién en procesos celulares como
son la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis. Estas moléculas estan descritas
principalmente en la regulacién de la expresion de genes a nivel postranscripcional, dado que

participa en el proceso de gestacion estan han sido ubicados especificamente en cllster en los
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cromosomas 19y 14 (Whan Y., 2017). La relevancia de estudiar y analizar la abundancia relativa
en cada trimestre el embarazo la vincula principalmente en la regulacion de una variedad de
procesos biolégicos como son la inflamacion, diferenciacion celular, apoptosis, entre otras
funciones. La expresion diferencial de las clases de sncRNAS en la circulacion pueden ser una
herramienta para conocer las vias de sefializacién involucradas para el desarrollo de patologias
relacionadas al embarazo. Existen diferentes hipotesis a cerca de la presencia de los sSncRNAs
en la circulacion en el que mencionan sus funciones respecto a la placenta y la posible
comunicacion entre el feto y la madre (Ge et al, 2011; (Yang et al., 2011). La gestacién es un
estado dinamico que implica multiples cambios y adaptaciones fisioldgicas, se ha demostrado
gue existen miRNAs especificos implicados en el desarrollo del trofoblasto, implantacion,
crecimiento placentario y mantenimiento del embarazo (Morales P. & M. UR., 2011). Hay que
mencionar también que su expresion se ve modificada con el desarrollo de enfermedades como
la diabetes gestacional, preeclampsia, restriccion del crecimiento intrauterino y parto pretérmino.
La caracterizacion de los cambios observados en los perfiles de expresion de los miRNAs
especificos del embarazo han sido propuestos para funcionar como biomarcadores de eventos
patolégicos (Cai M. et al., 2017; Cretoiu D. et al., 2016). La procedencia de los sncRNAs hacia
la circulacion sanguinea esta descrita en complejos macromoleculares que son llamados
vesiculas extracelulares (exosomas, cuerpos apoptoéticos, microvesiculas) y unidos a proteinas
(Ago 2 y HDL). Recientemente en un estudio exhaustivo sobre la composicion de los exosomas,
se presentaron evidencias sobre la secrecion extracelular de los exosomas que no contienen
material genético, ademas, estos complejos no contienen las proteinas moleculares para

efectuar la biogénesis de los miRNAs (Jeppesen et al., 2019).
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Existen técnicas que se utilizan para la deteccion de los sncRNAs como son la RT-gPCR,
microarreglos y secuenciacion masiva. La RT-qPCR es una técnica que se caracteriza por ser
especifica, precisa y reproducible ya que permite cuantificar la expresion génica. Sin embargo,
el nimero limitante de genes a identificar pone en desventaja en la busqueda de nuevos blancos
moleculares. Los microarreglos es una técnica que se basa en la hibridacion de la sonda para
detectar la secuencia objetivo, es especifica, precisa, no obstante, existen secuencias de
sncRNAs que cambian por un solo nucleétido. La secuenciacion masiva es una tecnologia que
te proporciona millones de lecturas confiables en una muestra realizando una busqueda a través
de andlisis bioinformaticos. Sin embargo, el alto costo y el analisis computacional en bases de
datos pone en desventaja su eleccion para el estudio de los sncRNAs (Wadapurkar R. M., V.

R., 2018).

Las investigaciones que reportan las abundancias relativas de otras clases de sncRNAs
circulantes en plasma por medio de la técnica de secuenciacion masiva, hacen mencion que
posiblemente existe una liberacion a partir de la placenta y la relacionan con la condicién de
embarazo (D.l. et al., 2018; Kotlabova et al., 2011). Por lo tanto, en este trabajo de tesis se
pretende demostrar que la presencia de los sncRNAs en plasma de mujeres embarazadas
puede aportar evidencia de otras clases de sncRNAs que no han sido descrito en otros grupos
de investigacion. Por otro lado, estandarizar la secuenciacion masiva en una condicion

metodoldgica diferente en un estudio longitudinal.
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3. Marco Tebrico.

3.1 Clases de RNAs de cadena corta y tipos de secrecion.

Las células sintetizan diferentes clases de RNAs para el funcionamiento y sostén. En estos se
encuentran los RNA mensajeros (mMRNAs), que codifican para proteina y los RNAs no
codificantes que se clasifican en dos grandes grupos, los RNAs de cadena larga (INcRNA) y los
RNAs de cadena corta (SncRNAS). Los sncRNAs se diferencian de los INcRNAs por su tamafio
(IncRNA >200 nucleétidos), origen, estabilidad, funcion, diversidad y su abundancia en los
tejidos. A su vez, los sncRNAs se clasifican en biotipos segun sus particularidades moleculares
y sus funciones biolégicas como son el silenciamiento genético a través de su empalme
especifico con el mMRNA, el silenciamiento de la cromatina (heterocromatina) y otras funciones
gue aun han sido poco esclarecidas por su ubicacion fuera de la célula en el torrente sanguineo

(Rizvi F. N. Smith F. G., 2017).

Dentro de los biotipos de sncRNAs que se han descrito en la literatura, se incluyen los RNA de
transferencia (tRNA), el RNA ribosomal (rRNA), el microRNA (miRNA), variantes de miRNA
(isomiR), el RNA nucleolar corto (snoRNA), el RNA nuclear corto (ShRNASs), el RNA interferente
(siRNAs), RNA de interefencia (iIRNA) y el RNA citoplasmatico corto (ScCRNA) y los RNA

asociados con el complejo piwi (piRNA) (Kim N., 2005).

El proceso de transcripcion consiste en generar una cadena de RNA que es controlado por la
interaccion de promotores y potenciadores. La transcripcion varia de acuerdo a la clase de
sncRNA, en algunos de ellos implica la participacion de proteinas como Dicer y Drosha, en otras
clases interfieren complejos de silenciamiento inducido y proteinas dirigidas a RNA que

provocan la formacion de precursores. Los precursores se forman a partir de regiones intronicas,
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exonicas, transposones Yy retrotransposones que permiten que exista una caracteristica
particular y una complejidad en cada una de las estructuras de los sncRNAs ocasionando un

cambio en las funciones celulares (Mattick J. S., Makunin I. V., 2005).

Cada uno de estos detalles moleculares durante el proceso de la transcripcion determina el
tamafio del fragmento, el tipo de mecanismo de accién y la regulacion de la expresion de los
sncRNAs (Kawaji H et al., 2008). Tanta variedad en los biotipos de los sncRNAs se debe a la
especificidad desarrollada por las células eucariontes para expresar diferentes tipos de RNA
polimerasas (RNAP) (Grobhans H. & Filipowicz W., 2008). Estas enzimas estan clasificadas
(pol I, pol I, pol 111) por su orden de actividad y se ensamblan de acuerdo con la sintesis de las

diferentes clases de sncRNA.

La RNA pol contiene un centro activo conservado que le permite realizar varias funciones como
son la regulacion de la transcripcion a través de su interaccion con la region promotora en los
genes, catalizando la sintesis y elongacion de la cadena de RNA, ademas de reconocer y
reparar parcialmente la molécula del molde del DNA provocando la sintesis de los precursores

de mRNA, miRNAs, rRNA grandes y otros tipos de RNAs (Engel et al., 2017).

La modificacion que produce la enzima polimerasa (I, 11 6 1ll) en los dominios del dsRNA provoca
cambios estructurales especificas y Unicas para cada tipo de sncRNAs. Los sncRNAs son
productos intermedios moduladores de genes codificantes para la sintesis del mRNA. La
biogénesis de los sncRNAs esta compuesta de varias rutas de sintesis en las que participan:
las enzimas que pertenecen al grupo de RNA pol (I, Il y lll), promotores, factores de
transcripcion, complejos de proteinas y enzimas moduladoras (ADAR1, ADAR 2, ADAR 3) de la
transcripcion de genes que pueden modificar la expresion de las diferentes clases de RNAs (Kim

et al, 2009).
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Los mecanismos de accion que méas se han descrito en las clases de los sncRNAs son de los
MiRNAs, tRNA, snoRNAs, iRNA, siRNAs y snRNAs. Las semejanzas que tienen estas
moléculas son a cerca de la modulacion de los procesos celulares que se involucra en el cambio
funcional celular de sus tejidos especificos de las diferentes clases de sncRNAs que patrticipan
de manera particular de acuerdo con el tipo de célula, destino celular, las condiciones bioldgicas,
la abundancia celular y las redes regulatorias con las que se relacionan entre ellas. Las
modificaciones que provocan los sncRNAs a traves de interacciones entre genes permite una
dinamica en las redes regulatorias que se relaciona con los niveles de expresiéon de los genes
(Ghildiyal M. Zamore P., 2009). Algunos otros se co-expresan con el mMRNA y posteriormente se

liberan por escision pasando la transcripcion.

En las células, las diferentes clases de sncRNAs participan en la regulacion de la expresion
génicay en la modulacion de la traduccion del mRNA para la sintesis proteica (Raffi et al., 2006),
mediante mecanismos como 1) escision endonucleotidica de los mRNAs; 2) represion de la
traduccion; 3) modificacion transcripcional a través de cambios de DNA y/o histona y 4)
eliminacion de DNA mediante modificacion de histona (Kim N., 2005). Estos mecanismos se
presentan de forma momentanea y permiten detectarlos en tiempo y forma precisa. Un ejemplo
de ello son los miRNAs que se relacionan con los procesos de regulacion post-transcripcional

modificando la expresién del mRNA (Adam et al., 2017).

Las clases de sncRNAs son sintetizadas de manera particular, el transporte celular esta
relacionada con su precursor y la actividad de las proteinas. La biogénesis de los miRNAs que
se encuentra en un tamafio de 19-26 nt involucra la participacion de la enzima polimerasa I,
Dicer y Drosha y exportina5 para su liberacion nuclear hacia el citoplasma. Los shoRNA que

son transcritos de 60-300 nucleétidos localizados en el nucléolo de la célula son sintetizados a
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partir de los intrones de pre-mRNA, estos se caracterizan principalmente por contener motivos
proteicos en los extremos de la cadena que se encuentran de representados en dos clases: box
C/D y box H/ACA. La diferencia entre ambos es que dirigen la unién entre los motivos y las
proteinas blanco. Los snoRNAs funcionan en la metilacion y pseudouridilacion de los rRNAs
18S, 5.8S y 28S desempefiando una maduracion del rRNA. Los snoRNAs se forman por el

splacing alternativo mediados por la polimerasa Il y Il (Kiss T., 2002).

Los snRNAs son transcritos en el nacleo por la polimerasa Il y Ill, midiendo aproximadamente
150pb. Los tRNA surgen del transcrito primario formando el pre-tRNA que contiene secuencias
de 5’-lider y 3trailer y algunos casos parten de intrones en el bucle anticodon. La codificacion
parte del nucleo de la célula. Los tRNAs provocan una modificacion en los mRNAs decodificando
los nucledtidos por medio de los aminoacidos participando como un portador de aminoacidos
(Anderson P., lvanov P., 2015). El siRNA fue descubierto en la linea germinal, pero es una clase
gue es formado a partir de un precursor bicatenario de RNA, en el que es procesado por la
enzima polimerasa lll y Dicer (Carthew RW., Sontheimer EJ., 2009). Los piRNAs es un tipo de
transcrito asociado a la proteina Piwi que tiene una longitud de 25 nt y se procesa a partir de
precursores largos de piRNAs formando precursores pequefios de piRNAs. Estas estructuras
pequefias interactian con la proteina Piwi y HPla para inducir el silenciamiento a los
transposones a través de mecanismos transcripcionales o postranscripcionales (lwasaki et al.,

2015).
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Figura 1. Clases de sncRNAs sintetizados por diferentes precursores. Los miRNAs, siRNAs y piRNAs se
sintetizan a partir de transcritos primarios mas largos con la ayuda de las enzimas pol Il o pol lll. (Creacion
propia del autor).
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La participacion de los sncRNAs permanece relacionada principalmente con la regulacion de la
expresion génica que impacta en los procesos celulares. Algunos ejemplos de los procesos
celulares en el que mas se ven involucrados son la proliferacion y diferenciacion celular, el
crecimiento celular, la apoptosis, el metabolismo y defensa celular. Por otra parte, los sncRNAs
han sido relacionados en los eventos reproductivos de las células humanas como son
gametogénesis, espermatogénesis, desarrollo embrionario, neuronal, cardiaco e implantacion
(Zhang C., 2009). Existen estudios que demuestran la presencia de piRNAs, miRNA y siRNAs

en relacion con la funcién de la placenta humana (Timofeeva AV et al, 2018).

El embarazo es un proceso en el que ocurren cambios fisioldgicos y anatdmicos en la madre y
en la que se lleva el crecimiento y desarrollo de un feto en un tiempo de 38-40 semanas de
gestacion (SDG). La comunicacion entre el feto y la madre esta condicionada por la placenta,
un érgano transitorio que regula el aporte de metabolitos desde la circulacién, en afios recientes
se ha sugerido su participacion en la liberacion de los sncRNAs propios de este 6rgano hacia la

circulaciébn materna, aunque sus funciones estan todavia en estudio (Kotlabova et al. 2011).

Los sncRNAs son moléculas de interés debido a que regulan mecanismos precisos de los
procesos celulares. Su abundancia y permanencia en la circulacion no se encuentra
completamente caracterizada, asi como la posible relacion con la funcion placentaria. Sin
embargo, las investigaciones reportan que existe una secrecion placentaria que podria
establecerse como una comunicacion entre células, dada su estabilidad en el medio exterior
permite que las redes regulatorias afecten los eventos fisiol6gicos importantes en el embarazo
y desencadenen enfermedades relacionadas con el mismo, por ejemplo, los trastornos
hipertensivos, diabetes gestacional, parto pretérmino y desprendimiento de placenta (Morales

P., 2014; Tsochandarisdis et al., 2015).
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Existe una clase especifica de sncRNAs que se ha estudiado con mayor profundidad. Chimy
colaboradores realizaron estudios de caracterizacion para los miRNAs circulantes en plasma de
las mujeres embarazadas para ser utilizados como biomarcadores de diagnostico prenatal
(Chim et al, 2008). Ellos realizaron la caracterizacion de los miRNAs circulantes en cada estadio
de la gestacion y sus variaciones en la abundancia en la que pudo evidenciar especificamente
aquellos pertenecientes del embarazo ( Poirier C. et al., 2017). De este tipo de trabajos surgen
otros mas que utilizan a ciertos miRNAs como marcadores de diabetes gestacional y
preeclampsia (Jairajpuri M et al., 2017; Ibarra V et al., 2018). Sin embargo, de acuerdo con la
abundancia de las otras clases de sncRNAs presentes en la gestacion todavia no se ha

relacionado con las condiciones fisiologicas y fisiopatologicas del embarazo.

Los avances tecnoldgicos, como la secuenciacion masiva, han permitido la identificacion de
otras clases de sncRNAs, de los cuales aun se desconoce su funcion celular. Existen reportes
gue demuestran la permanencia continda de algunas clases: snoRNAs, piRNAs, tRNAs y rRNAs
en periodos especificos del embarazo, en poblaciones humanas distintas (Yang et al., 2011).
Tras la busqueda de otras clases de sncRNAs circulantes se pretende tener opciones en la
busqueda de las redes de regulacion participantes en los procesos fisiologicos propios del

embarazo (Fallen et al., 2018; Freedman et al., 2016).

Las principales investigaciones que estudian los sncRNAs circulantes lo realizan en fluidos
biolégicos como el liquido amnidtico, la saliva, la leche materna, la orina, los espermatozoides
y la sangre (Frydrychowicx K. et al., 2015). Los acidos nucleicos circulantes pueden provenir de
varias fuentes, una de ellas puede ser por la lisis de las células sanguineas como son las células
nucleadas y no nucleadas, y otros provienen de la secrecion celular y unidos a complejos

proteicos (Vlassov, Magdaleno, Setterquist, & Conrad, 2012).
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La circulacién de los sncRNAs en los fluidos biolégicos las ha descrito por medio de una
liberacion vesicular que tienen un origen especifico y que depende del tipo y funcion celular
(Frydrychowicx et al., 2015; Puhan et al., 2017), por lo que es necesario evitar la degradacién
de las RNAsas presentes en el medio exterior (Nakano I. et al., 2015). Estas secreciones
modulan las vias de sefalizacion que participan en la regulacion de las respuestas fisioldgicas

de las células.

La secrecion de estas moléculas en la circulacion estan descritas anteriormente por dos vias:
1) vesiculas extracelulares (VE) compuestas de piezas desprendidas de membranas lipidicas
2) unida a proteinas como lo son el Argonauta 2 (Ago2) y las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) que contienen a los sncRNAs (Arroyo JD et al., 2011; Tong C.,Chamley LW, 2015). Para
el transporte de algunas clases de sncRNAs como los piRNA, miRNAs y siRNA requieren la

participacion del Ago2 (Kobayashi & Tomari, 2016; Zisoulis et al., 2012).

No obstante, se ha encontrado un hallazgo que pone en controversia el contenido de los
sncRNASs en estas estructuras proteicas. En un estudio reportaron que existen exosomas en el
medio extracelular que no contiene dsDNA, sin embargo, proponen un mecanismo
independiente del exosoma y dependiente de la autofagia y endosomas multivesiculares que
promueve la secrecion activa del DNA utilizando una maquinaria proteica para su secrecion.
Dado a que se esta reevaluando la composicién y el contenido del exosoma, esta ocurriendo
una mejora en la estandarizacion para la obtencion de vesiculas extracelulares respecto a su

tamafo (Jeppesen et al., 2019).

3.1.1 Secrecién de los sncRNAs por vesiculas

La bibliografia describe que existen diversas vesiculas extracelulares, de distintos tamafios con

origenes celulares y funcion diferentes y que pueden depender al microambiente celular, a las
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cuales puede contener a los sncRNAs. Las vesiculas extracelulares circulantes son clasificadas
por su tamafio en microvesiculas, nanoparticulas, exosomas y cuerpos apoptoticos (Adam et
al., 2017). Las vesiculas extracelulares no solo transportan &cidos nucleicos, sino también otras
moléculas como son las hormonas, los lipidos o las citocinas, estas se encuentran regulando
los mecanismos relacionados con el funcionamiento del sistema endocrino, nervioso,

inmunoldgico y metabdlico (Mincheva N., Baranov V., 2010).

El transporte vesicular se ha descrito por distintos mecanismos de biogénesis. El mecanismo
mejor explicado son los mediados por los exosomas, debido a que su tamaifio (50-100nm) y
estabilidad en el medio externo de la célula permiten estudiarlos con relativa facilidad. Los
exosomas se originan por un sistema endosOmico tardio que consiste primeramente en la
formacion de endosomas, este proceso es provocado por complejo de proteinas ubiquitinazadas
(ESCRT I, II, 1), Rab 11, Rab 35y Rab 37 a/b, la actividad Rab-GTPasas, la entrada de calcio,

la reorganizacion del citoesqueleto y la calpaina (Colombo et al., 2014; Ludwig & Giebel, 2012).

La secrecion de los miRNAs es inducido por la exportina 5 hacia el citoplasma (Bhome et al.,
2018; Hombach et al, 2016). Estos exosomas se han relacionado con una posible comunicacion
entre célula-célula en la que actian como mediadores de los procesos biologicos (Record M,
2014). Los exosomas son cuerpos multivesiculares que principalmente transportan sncRNAs.
Estos cuerpos exosomales se originan a partir de precursores conocidos como vesiculas
intraluminales (ILV, por sus siglas en inglés), formados en la luz de los cuerpos multivesiculares
gue se liberan por la via endocitica y se pueden localizar en diferentes tipos de células. Estas
estructuras se caracterizan por transportar componentes de sefializacion como son moléculas
de adhesion celular, receptores de factor de crecimiento, adhesinas, proteinas RAB y proteinas

de choque térmico (Zhou et al., 2017).
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3.1.2 Secrecion de los sncRNAs unidos a lipoproteinas

En un estudio realizado en el 2017 (Ultimo et al, 2017) un grupo de investigacion de
enfermedades cardiometabdlicas demostraron una relacion a la expresion de los miRNAs y la
concentracion de colesterol total en la sangre. Ellos sugerian que las lipoproteinas son
portadores de los miRNAs en las que son mediadas por complejos proteicos como la ApoAl /
ABCA1, ABCGL1 y un receptor SRB1. La biogénesis de las HDL forma un complejo entre estas
estructuras que contienen transportadores transmembranales y su composicion de
fosfatidilcolina y esfingomielinasa neutra. Los receptores identificados en estas estructuras
permiten unirse a los miRNAs de forma estructural, es asi que Vickers en el 2011 demostré que
las lipoproteinas derivadas del plasma pueden transportar a los miRNAs en la circulacion
plasmatica (Vickers, K. et al, 2011). Por lo cual sugieren que otras clases de sncRNAs pueden
también utilizar esta forma de transporte, aunque todavia no se ha demostrado (Michell &

Vickers, 2016).
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3.1.3 Secrecion de los sncRNAs por complejos proteicos

La biogénesis de algunas clases de sncRNAs como los piRNA, miRNAs y siRNA requieren la
participacion de la proteina Argonauta (Ago2) (Kobayashi & Tomari, 2016). Estas clases de
sncRNAs se asocia con el Argonauta para formar complejos de ribonucleoproteina para inducir
el silenciamiento transcripcional o escision del mRNA. El argonauta utiliza las funciones que
ejercen otras proteinas como: miRNP, RITS, principalmente, el complejo de proteina inducido
por RNA (RISC) para inhibir la expresion del gen diana. En estudios pasados, demostraron la
presencia de una poblacion de miRNAs circulantes en plasma asociado a Ago2 donde sugirieron
gue se transportaban por medio de estas estructuras (Arroyo et al.,, 2011). La proteina
argonauta se compone de dos dominios llamados PAZ y PIWI, su participacion en el transporte
de los sncRNAs se debe a la interaccion que existe entre estos dominios y el extremo 3" UTR

del RNA bicatenario.

Para conocer mas acerca de las funciones de los sncRNAs se tuvieron que realizar una serie
de experimentos en modelos animales y muestras de tejidos y fluidos biolégicos en estado
materno, Denis Lo detecto DNA fetal en plasma de mujeres embarazadas y sugirié su uso como
medio de diagndstico prenatal puesto que, estas pueden ser utilizadas para monitorear los
eventos biolégicos relacionados a la gestacion (Lo et al.,, 1997). Mas adelante, Ng y
colaboradores detectaron mRNA placentario en plasma materno por lo cual demostré que el
MRNA fue codificado por genes como CSH1, CGB Y CRH. Los genes correspondiente a las
siguientes hormonas: gonadotropina coridénica (CSH1), polipéptido beta (CGB) y Hormona
Liberadora de Corticotropina (CRH) presentaron un cambio de expresion en el progreso del

embarazo (Chiu WK, Lui WB., 2006; Lo et al., 1997).
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Durante el embarazo, gran parte de la secrecion vesicular placentaria se origina en la membrana
plasmética (Mincheva N., Baranov V., 2010). Taylor y colaboradores describieron que la
liberacion de las vesiculas extracelulares a partir de la placenta regula los procesos biolégicos
implicados en el desarrollo placentario y fetal. Ademas, estas vesiculas sirven como medio de
desecho de los organelos celulares (aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico, la membrana
plasmatica, el nucleo, citosol) (Record M., 2014). Sin embargo, atn se desconocen los factores

gue regulan su secrecion (Freedman et al., 2016).

La secrecion de las vesiculas extracelulares es activada por sefiales que provocan las células
vecinas, el tejido en el que se encuentran y/o factores externos como es la hipoxia, la tension
superficial y concentracion de glucosa (Truong et al, 2017). Se han propuesto dos rutas
diferentes para la formacion de las vesiculas y su desprendimiento celular. La formacion de
estas estructuras para su desprendimiento de la célula se ha propuesto en dos rutas diferentes:
1) Exocitosis por fusion de los cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica mediante
los lipidos fusogénicos como es el acido fosfatidico; 2) Unidén a complejos de moléculas Wnt/ 3-
catenina para la fision celular con la membrana plasmatica (Colombo et al., 2014; Record M.,

2014; Pinzani et al, 2010).
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3.2 Participacion de los sncRNAs circulantes en el embarazo y los métodos de

deteccion

La gestacién implica numerosos cambios fisioldgicos que mantienen los requerimientos
materno-fetales. La placenta es el 6rgano primordial y transitorio sin el cual no se pueden llevar
a cabo el proceso de embarazo, que entre las multiples funciones que desempefia se encuentra
la comunicacion materno-fetal. Los principales procesos de los que se encargan son el
transporte de nutrientes, el intercambio gaseoso, la regulacion de la temperatura, la produccién
de hormonas y actualmente se le ha relacionado con la liberacién de acidos nucleicos de origen
fetal como son el DNA y el RNA hacia el torrente sanguineo de la madre. La participacion del
material genético aun no ha quedado clara. Sin embargo, existen estudios que demuestran que
estos provienen de la placenta y otros mencionan que participan en muchos procesos biolégicos

de la placenta (Ng et al., 2003) (D.I. et al., 2018).

Durante el proceso del embarazo, existe una mayor concentracion de vesiculas placentarias en
la circulaciébn en comparacion con las mujeres no embarazadas (Adam et al., 2017). Las
evidencias reportadas en la literatura sugieren que existe una participacion importante de los
MiRNAs en el desarrollo de la gestacion. Entre los diversos procesos placentarios en los que
pueden intervenir los miRNAs destacan la tolerancia inmune entre la madre y el feto, el estado
metabdlico, la maduraciéon de los 6rganos fetales, los sefialamientos paracrinos y el caracter
fisiologico previniendo enfermedades relacionadas al embarazo como es la preeclampsia, la

diabetes gestacional mellitus y la restriccién de crecimiento intrauterino (Menon et al., 2019).

Los procesos biologicos implicados para el desarrollo del embarazo son relacionados con la
presencia de los miRNAs. La circulacion de los miRNAs a través de los exosomas es orquestada

por la placenta para comunicar las sefales que regulan los genes diana de las células
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receptoras. Los estudios en la caracterizacion de los exosomas provenientes de la placenta,
plantean que existe una comunicaciéon mediadora en la interfaz materno-fetal, transportando a
las moléculas maternas hacia la circulacion fetal y de forma viceversa. La interaccidon
fetomaterna todavia no se ha descrito de manera clara. Sin embargo, la circulacion de los
miRNAs por medio de los exosomas sugiere que existe una comunicacioén de célula a célula
afectando los procesos biolégicos en diferentes condiciones fisioloégicas del embarazo

(Kotlabova et al., 2011).

Varios miRNAs han sido investigados como moléculas asociadas al embarazo y en el que podra
sefalar la condicion de la placenta. Existen estudios que demuestran que los miRNAs en el
embarazo regulan la funcion placentaria como son la proliferacion celular del trofoblasto, la
migracion y la invasion, mientras que la expresion de otros miRNAs se relaciona con las
complicaciones del embarazo, desarrollo fetal y trastornos asociados al embarazo. Los miRNAs
presentes en el embarazo se pueden especificar de acuerdo a su origen, es decir, pueden
provenir de tejido placentario, vellosidades coridnicas, asi como de 6rganos fetales (Higashijima
et al., 2013; Murakami et al., 2018). Otros grupos de investigacion sugieren que la expresion
especifica de los miRNAs depende del tipo de 6rgano y del tipo celular. No obstante, en el campo
de la investigacion aun no se ha logrado conectar los eventos biolégicos especificos de tejidos

y organos en el embarazo (Luo et al., 2009).

El monitoreo de estas moléculas en la circulacion se estd ocupando como posibles
biomarcadores de diagndstico no invasivo por lo que ya se tienen identificado a los miRNAs que
se encuentran en cierto punto de la gestacion. Por lo consiguiente, la estabilidad de los sncRNAs
en la circulacién permite su deteccién mediante técnicas de PCR cuantitativas, microarreglos y

secuenciacion masiva (Langseth et al., 2018; Pan, 2012)
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La deteccion de los sncRNAs circulantes que se lleva a cabo en fluidos biol6gicos necesita del
uso de las tecnologias especificas para su estudio. En afios recientes, los avances tecnolégicos
han ampliado las técnicas para hacer analisis de datos acerca del genoma humano y su
aplicacion en las ciencias genomicas. Las aplicaciones de las técnicas moleculares son
primordiales en la metodologia de la investigacién, por lo que es importante tener muy definidas

las caracteristicas de cada una, asimismo, es importante considerar las limitantes de la técnica.

3.2.1. Reaccion de la cadena de la Polimerasa en tiempo real cuantitativa (RT-qPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real es el método de referencia para el
analisis de expresion del mRNA en las células. La fusion de la RT-PCR y gPCR permite obtener
una cuantificacion absoluta de cDNA presentes en una muestra. La reaccion consiste en tres
pasos: 1) transcribir de forma reversa el RNA a una hebra de DNA complementario (cDNA), 2)
alinear a cDNA la secuencia especifica (primer) y 3) amplificar secuencias especificas del DNA
o templado. Se conocen dos formas metodologicas de la técnica de RT- gPCR, una se basa en
el uso de la sonda Tagman®, una sonda de hidrolisis en la que contiene cebadores no
marcados; y en otro por el uso del SYBR Green que es un colorante que se une a la hebra cDNA

y emite fluorescencia (Kuang et al., 2018).

Ambos métodos tienen el principio de la formacion de copias de DNA a partir de un fragmento
de RNA por la enzima polimerasa. Para ello se tiene que emplear otros componentes como son
cebadores disefiadores para reconocer la region de interés, desoxinucleotidos trifosfatados
(dNTPs), templado de DNA, cofactores (Mg o Zn) y sales (KCI y (NH4)2S04) en el medio de

reaccion para mejorar la eficiencia de la enzima y tener un efecto amortiguador en la solucién
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para la amplificacion, respectivamente. Los pasos de la técnica son la desnaturalizacion (96°C),
templado (55°-65°C) y extension (72°). Los ciclos se repiten entre 22-35 veces en una reaccion

tipica de PCR tiempo real (Bachman, 2013).

La RT-gPCR se caracteriza por ser un método sensible, versétil, especifico y reproducible.
Existen variables de PCR que te permiten cuantificar de manera relativa o absoluta los blancos
moleculares a identificar. La deteccion de las moléculas en estudio por medio de esta técnica,
la concentracién y la pureza son considerados poco estrictos comparado con otras técnicas
moleculares. Consecuentemente, en RT-qPCR puede ser usado para detectar genes conocidos
en una cantidad minima que sea adaptable a la técnica, asimismo, puede provocar un aumento
en la variacion con el numero de ciclos de acuerdo a la concentracion de material genético
necesario para el procedimiento que se requiere por lo que no se puede monitorear el tamafio

de la amplificacion (Smith & Osborn, 2009).

La cuantificacion de mRNA por PCR puede demostrar pequefas variaciones de amplificacion y
rendimiento entre las muestras (Bachman, 2013). Esta técnica permite demostrar los
amplicones por cada ciclo de amplificacion mediante la fluorescencia. La fluorescencia es
medida de acuerdo con la unién de la sonda Tagman® y la unidon con el cDNA. Esta
fluorescencia nos indicara el numero de cadenas de DNA sintetizadas y es especifica de los

genes diana (Hawkins et al, 2017).
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Figura 2. Técnica de RT-gPCR. Descripcion general de los pasos que proceden para la
deteccion de alguna clase de sncRNA partiendo de la seleccion de un kit de deteccidon de
sncRNA. Durante la poliadenilacién en la posicion de 37, el cebador de adaptador Oligo dT debe
realizar una reaccion conjunta para transcribir inversamente a la cadena de sncRNAs poly A. El
kit utilizado para esta técnica contiene SYBR®Green que reporta cuantitativamente la expresion
de los sncRNAs. (Imagen modificada de: Genecopoeia express to Discovery Inc, 2001-2020;
Fisher Scientific Inc, 2015
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3.2.2 Microarreglos

En un estudio gendmico mediante la técnica de microarreglos comparativos permite detectar
diferencias entre diversas condiciones. La técnica de microarreglos se basa en la hibridacion de
una sonda o una molécula diana en una plataforma solida que se indica generalmente mediante
la emision de fluorescencia, esta permite la cuantificacion relativa de la expresion diferencial del
genoma de una muestra control y una muestra problema, las cuales son depositadas sobre una
matriz. La medicién de expresioén del gen es por medio de un analisis de imagen (Moreno V,

2004).

Esta técnica consiste en que el RNA se convierte en cDNA mediante una transcriptasa reversa
y en este paso se marca con un fluoréforo que emitira la fluorescencia excitada con una luz de
laser. EI cDNA marcado que actuara como una sonda, se compone de genes que se expresan
en la célula de estudio y estos se hibridaran con las secuencias complementarias contenidas el
microarreglo y quedan fijadas en el panel del chip. Posteriormente, el microarray se lava para

eliminar las sondas no hibridadas y se mide la cantidad de fluorescencia presente en el chip (Li

et al., 2005)
. NOR N | ( )
000000
Control Muestral Muestra 2 ‘ ‘ . 0 . .
( '.I ,_‘ ,: - 3
i N 000000000¢
(\J // . & . & © . ( .

/ P . £\
‘ . | vy

Figura 3. Esquema de flujo de trabajo para el microarreglos (modificado de Moreno V., 2004). Se
observan dos muestras marcadas con un fluoréforo (sondas) diferentes para cada uno en la que hibridan
conjuntamente de manera competitiva con el cDNA diana afiadido en un soporte de metdlico (microarray). En
el microarray se visualiza tres colores diferentes que seran analizados estadisticamente.
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La extraccion de &cido nucleico perteneciente a cada muestra es marcada con un fluoréforo
diferente para poder diferenciarlas y se afiade una condicion control sin la enfermedad a analizar
(Figura 5). La informacion que proporciona es sobre los genes que varian en la expresion en

respuesta a la condicion fisiopatolégicas.

La técnica de microarreglos permite la cuantificacion relativa de la expresion diferencial del
genoma de una muestra control y una muestra problema, las cuales son depositadas sobre una
matriz. Los microarreglos son muy usados en la investigacion principalmente por la flexibilidad
de disefio que requiere para la estandarizacion de las metodologias y permiten el estudio de
moléculas blancos. No obstante, la baja reproducibilidad y especificidad hace que se opte por

escoger otra técnica en estudios mas profundos (Martin et al., 2016).

El analisis de la expresion de los sncRNAs en el embarazo, por medio de esta técnica se ha
enfocado en estudios de miRNAs relacionados a temas como son el aborto espontaneo, la
preeclampsia y el parto prematuro. En ensayos de microarreglos se pudieron identificar 20
MiRNAs que regulan la expresion de genes para las metaloproteinasas (MMP), la familia de
factores de crecimiento derivados de la placenta (PAPPA, PDGF) y la sefalizacion de las
citocinas (SOCS1). Estos genes patrticipan en diferentes actividades de la placenta como ser
mediadores de las respuestas proinflamatorias, angiogénicas, recambios de tejidos, crecimiento
fetal y placentario. Todos estos procesos biolégicos provocan un cambio en la condicion celular
y fisiologica en el suceso del embarazo (Mayor-Lynn et al., 2011). Dada la importancia de la
regulacion de los genes participantes en la funcion de la placenta, estas pueden influir en definir

la condicién del embarazo y poder predecir aquellas complicaciones relacionada al embarazo.
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3.2.3 Secuenciacion masiva de Nueva Generacion (RNA-Seq): Fundamentos y calidad de

la muestra

La tecnologia del RNA-Seq es una herramienta transcriptomica que esta fundamentada en los
principios de la secuenciacion por el método de Sanger aunado con avances tecnoldgicos para
la secuenciacion masiva del genoma. Es una técnica novedosa en el campo de la investigacion,
principalmente porque permite realizar estudios con los enfoques clinicos, bioldgicos, aplicados

y de aspectos basicos ( Ansorge W. J., 2009).

La secuenciacion masiva es un método que se caracteriza por tener un alto rendimiento,
profundidad de deteccion, alta sensibilidad y especificidad y que consiste en tres pasos
principales: 1) el aislamiento del RNA, 2) la preparacion de la biblioteca y 3) el andlisis
bioinforméatico de las secuencias obtenidas. EI RNA total aislado debe cumplir con
caracteristicas primordiales para su uso en una secuenciacion, las cuales implica una
concentracion de RNA que debe ser minimamente de 10 ng/ L, una pureza que se calcula a
partir de una relacion de absorbancia 260/280 que debe ser mayor a 1.8 y finalmente una
integridad de RNA que es evaluada mediante: 1) la electroforesis en gel de acrilamida que
permite obtener bandas definidas y 2) un sistema automatizado llamado bioanalizador Agilent
2100 que permite obtener gréaficas visualizadas como “electroforogramas” ( Schroeder et al,

2006).

La electroforesis en gel se logran obtener dos bandas que usualmente corresponden a RNAs
ribosémicos (28S, 18S), dichas bandas se observan de manera subjetiva por lo que se han
implementado el uso de otros métodos mas automatizados (Bioanalizador Agilent) y precisos
gue proporciona datos a través de picos de lecturas en electroferogramas, que permite medir la

integridad del RNA calificada como RNA Integrity Number (RIN, siglas en inglés), éste reporta
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datos en un rango de 1 a 10, en el que indica si existe material genético degradado o intacto y
que dicho valor deberia de ser de al menos 7 (Sonntag, K. C., & Woo, T. W., 2018). Es
importante mencionar, que la preparacion de la biblioteca es un paso primordial para la

obtencién de secuencias de calidad que son calificados por programas bioinformaticos.

Las plataformas que mas se han utilizado para la obtencion de secuencias son lllumina, Solexa,
ABI SoliD, lon Torrent Roche 454 (Metzker ML, 2010). Los datos que proporciona la
secuenciacion son eficientes e innegables, puesto que, se comparan con el genoma completo
y es asi como se puede cuantificar la expresion de genes, facilitar la identificacién de empalmes
de genes alternativos y detectar modificaciones postranscripcionales, fusiéon de genes,
mutaciones y de polimorfismos (SNPs) (Nietsch et al., 2016). Esta técnica también se basa en
la obtencion de perfiles de RNA no codificantes y RNA largos (Ozsolak & Milos, 2010; Wang Z
et al, 2011; Zhao K.,1999). Sin embargo, es una técnica sujeta a altos costos por los
procedimientos que con lleva su analisis, ademas, es restringente en la calidad del acido

nucleico respecto a la pureza y a la concentracion de las muestras a analizar.

La técnica para la secuenciacién comienza cuando las caracteristicas primordiales del RNA han
sido validadas en concentracion, pureza e integridad, por lo que prosigue a la construccion de

la biblioteca.

3.2.3.1 Preparacion de la biblioteca y secuenciacion por sintesis.

Las etapas de la preparacion de una biblioteca consisten principalmente en 1) una visualizacion
de la cadena de cDNA con los adaptadores validados por el sistema Agilent Bioanalyzer, 2) la
purificacion de la cadena de cDNA, 3) separacion cDNA en geles de poliacrilamida o acrilamida

3) la validacion de la separacion por el sistema Tape-Station. Es importante mencionar que
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durante la preparacion de una biblioteca, esta se tiene que someter a una validacion de calidad
gue consiste en utilizar los sistemas TapeStation y Agilent Bioanalyzer (Cheng L. et al., 2007).
Estos sistemas permiten determinar la correcta preparacion de la biblioteca en una
secuenciacion masiva. Esta comienza cuando el RNA total serd unido adaptadores en los
extremos 3" y 5" en el que se ejecutara una transcripcion reversa por la aplicacion de una RT-
PCR, que se convertird en una cadena de cDNA. La construccién de la biblioteca se convierte
en fragmentos de cadenas de cDNA en los tamafos (pares de bases) deseadas a analizar.
Para poder definir el tamafo de las secuencias a analizar, es necesario que el sistema
Bioanalizador Agilent reporte la cantidad de pares de bares, una vez que se tiene dicho reporte,
se dainicio al segundo paso de la secuenciacion que es la purificacion, ésta consiste en afiadirle
perlas magnéticas que se adhieren a la cadena de cDNA mediante un campo magnético que la
atrae hacia las paredes provocando una inmovilizacion. La eliminacidon del campo magnético se
lleva a cabo mediante un lavado con una solucién que se realiza de manera consecutiva tras
afadir las perlas magnéticas. La purificacion es un paso importante porque permite seleccionar
y purificar el acido nucleico promoviendo una condicion Optima para la preparacion de la

biblioteca ( Oberacker et al, 2019).

Una vez purificada el cDNA, la separacion de los adaptadores y la cadena de cDNA es llevada
a cabo por la electroforesis en geles de acrilamida o poliacrilamida, segun el seguimiento del
protocolo. El dltimo paso conlleva la utilizacion del sistema TapeStation que permite validar la
separacion del cDNA 'y los adaptadores. En esta Ultima etapa es importante observar el tamafio
de las secuencias pues podria afectar la secuenciacion. En otros casos, cuando se desea
obtener RNA cortos (<200), se realiza la fragmentacion de los RNA largos para que puedan ser

adecuados en las plataformas de secuenciacién (Chu, Y., & Corey, D. R.,2012).
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La secuenciacién por sintesis comienza por la agregacién de cDNA modificado a la celda de
flujo. EI cDNA se denomina modificado debido a la adhesién de un adaptador y una etiqueta
diferente para cada muestra a analizar. Los oligonucle6tidos que son complementarios a los
adaptadores se encuentran en la celda de flujo y se van a unir a los adaptadores. Los fragmentos
de cDNA que no sean afiadidos a un oligonucleétido complementario seran lavados por el
mismo sistema. En la que posiblemente coloca una tasa de error durante el procedimiento de
secuenciacion. La tecnologia forma puentes de oligonucle6tidos cuando amplifica cada una de
las cadenas de cDNA creando grupos de 1000 cadenas idénticas a la original (Podnar et al.,
2014). Luego, los cuatro nucleétidos (A, G, C, T) permaneceran modificados porque son
etiquetados con un fluoréforo diferente que emitira una luz cuando sean captados por el laser
del secuenciador y seran modificados en el extremo 3" porque se formaran como bloqueadores
tras actuar de manera reversible a los nucleétidos de la cadena leida. Posterior a eso el resto

de los nucleétidos no unidos a una cadena se lavaran.

Una vez que se realiza la formacion de las secuencias, estas se cuantifican respecto con el
genoma y las referencias expuestas en base de datos bioinforméticas (Wang Z et al., 2009). El
control de calidad de las secuencias evaluadas por secuenciacion se realiza mediante
programas bioinformaticos que analizan y califican cada una de las lecturas y reportan su calidad
asignado un puntaje. Posterior a eso se realiza un mapeo de todas las lecturas a la base de

datos de referencia, alineacién, clasificacion, anotacion funcional y analisis bioestadisticos.

En particular, para la secuenciacion de los sncRNAs se han establecidos procedimientos
preanaliticos y analiticos estandarizados que garantizan la cuantificacion correcta de sncRNAs
en circulacion sanguinea (Mitchell et al, 2008). Dichos procedimientos se llevan a cabo a partir

del procesamiento, almacenamiento y ensayos clinicos monitoreados desde la perspectiva del
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analista, es decir, que se consideran como el manejo de las muestras, asi como la seleccién del
anticoagulante empleado para obtener plasma, la toma de muestra, la existencia de hemolisis y
la presencia de metabolitos provenientes. Estos son factores son indicadores relevantes para la

determinacion de la calidad de la muestra (Cheng et al., 2013; Kukurba & Montgomery, 2015).
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Figura 4. Pasos que implica una secuenciacion masiva. 1) La preparacién de la biblioteca consiste en
obtener fragmentos con sus adaptadores. 2) PCR para amplificacién de la hebra de cDNA. 3) la secuenciacion
por sintesis en la plataforma de NGS para secuenciar muchas copias idénticas o una sola molécula. (Imagen
consultada: https://www.abmgood.com/Next-Generation-Sequencing-Service.html)
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La estandarizacidn de los ensayos para el manejo de muestras bioldgicas es importante para la
obtencion de buenos resultados. Este proceso requiere de procedimientos para tener un buen
control de calidad y aprovechamiento de todas las muestras bioldégicas. En muchas
metodologias experimentales basadas en biologia molecular recurren a la recuperacion del
material genético a pesar de las condiciones en las que se procesa, sin embargo, para
determinar resultados confiables con un valor reproducible se recomienda tener una
concentracion cuantificable de RNA. La concentracion de material de RNA a partir de la
extraccion ha sido indicada en un intervalo de (5ng - 2 ug) por ul para la construccion de la

biblioteca en la secuenciacion (Podnar, Deiderick, Huerta, & Hunicke-Smith, 2014).

Las variables analiticas y preanaliticas en la calidad de la muestra también se ven influenciadas
por la imprecision de los ensayos. Desde la aplicacion de la flebotomia, la congelacion de la
muestra, el tipo de tubo seleccionada para la colecta de muestra y la cantidad de centrifugacion
son variables importantes por considerar para su estudio por medio de la secuenciacion

(McDonald et al., 2011).

3.2.4 sncRNAs como biomarcadores en el embarazo.

Un biomarcador, segun la OMS, permite predecir e influenciar en los procesos celulares o
biolégicos en una célula o tejido del ser humano. Los biomarcadores son moléculas
prometedoras para el monitoreo del embarazo, ya que su participacion en la regulacion de la
expresion de genes asociados al proceso de embarazo se ve alterada por cambios en la

gestacion. Es asi que, hacer posible deteccion de los sncRNAs en la sangre permitiria usarlos
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como biomarcadores de diagndstico o prondsticos de patologias relacionadas al embarazo (Guo

et al., 2017).

Una de las clases de los sncRNAs que mas se han propuesto como biomarcadores en el
embarazo son los miRNAs. El estudio de los miRNAs en la circulacién materna permitié entender
gue existen vias biolégicas participantes en algunas patologias relacionadas al embarazo como
lo son en la preeclampsia, el parto prematuro y otras en las funciones de la placenta. Dada a
gue la placenta se esta involucrando en el origen de estas moléculas, se estan desplegando
ideas sobre la caracterizacion de aquellos miRNAs con origen placentarios, en la cual pueden

ser utilizados como biomarcadores (Mouillet et al, 2015).

La informacion sobre la participacion de los miRNAs en el embarazo sigue siendo escasa en el
area de la investigacion a pesar de que existen datos bioldgicos en bases bioinformaticas como
mirBase que contiene informacion de 2500 miRNAs humanos involucrados en estados
patolégicos como el cancer, fibrosis cardiaca, entre otras (Griffiths-Jones S., 2004). Es

importante tener los perfiles de miRNAs circulantes que sean propios del embarazo.

La presencia de los miRNAs en la circulacion sugiere que ademas de poder participar en la
comunicacion fetomaterna, estas también puedan participar en el cambio fisiolégico de tejidos
locales y lejanos a la placenta y que estén relacionados con el adaptar el cuerpo materno para
la gestacion. El conocimiento acerca de la presencia de los miRNAs en la circulacion plasmatica
materna permite destacar la presencia de otras clases de sncRNAs con posible origen.

placentario (Mouillet et al, 2016).
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4. Antecedentes

El descubrimiento de la presencia de &cidos nucleicos de origen fetal y/o placentario en la
circulacion materna durante el embarazo provocOd nuevas interrogantes sobre la funcién
especifica de estas moléculas en el torrente sanguineo y su participacion como moduladores de

los procesos bioldgicos relacionados con el desarrollo fetal (Lo et al, 1997).

Las investigaciones de la medicina y biologia perinatal progresaron hacia la busqueda de
nuevos blancos moleculares implicados en el embarazo. Dada la evidencia de la presencia de
los miRNAs circulantes en el suero y plasma de mujeres embarazadas, se esta proponiendo
gue exista otras clases de sncRNAs relacionados con el desarrollo de la gestacion. La utilizacion
de diferentes técnicas moleculares como la RT-gPCR, microarreglos y actualmente la RNA-Seq,
estan permitiendo profundizar en el estudio de los sncRNAs circulantes relacionados con el
embarazo. Actualmente hay grupos de investigacion de paises como Japén, Chinay E.U.A. que
ampliaron la busqueda de sncRNAs por medio de la técnica de secuenciacion masiva (Yang et

al., 2011).

La secuenciacion masiva posibilitd en conocer las clases de sncRNAs circulantes en plasma
materno, en el que se demostré la abundancia en los tipos de sncRNAs como los tRNAs,
snRNAs y rRNA. De los miRNAs presentes en el embarazo se han reportado aproximadamente
820 miRNAs especificos de placenta, que también se vinculan a complicaciones propias del

embarazo (Morales-Prieto et al., 2013).

La presencia de los miRNAs en la circulacion materna podria ser considerada como un
biomarcador de diagndstico prenatal no invasivo dado que la expresion de estas moléculas solo

puede ser cuantificadas en un intervalo especifico de tiempo. Los perfiles de expresion de los
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MIiRNAs entre mujeres embarazadas y no embarazadas han estado mostrando diferencias

significativas, es decir, que existen miRNAs que controlan la condicion del embarazo.

Debido a lo anterior, a los miRNAs les han dado el papel principal en la regulacién de la
condicién de la gestacion, participando también en las complicaciones y/o enfermedades
asociadas al embarazo como son el desprendimiento de placenta, la restriccion del crecimiento
fetal/intrauterino (IUGR/FGR), la diabetes gestacional y la preeclampsia (Liang et al., 2007;

Miura et al., 2014; Morales-Prieto et al., 2012).

Los estudios reportan que existen miRNAs circulantes que participan en la modulacion de la
expresion de genes que regulan las funciones biolégicas de la placenta (Cai, Kolluru, & Ahmed,
2017) (Tabla 1). Se ha detallado la procedencia de un grupo de miRNAs circulantes a partir de
los genes que estan ubicados en los cromosomas C19 y C14 (Liang et al., 2007; Miura et al.,
2014; Morales-Prieto et al., 2012), éstas han sido las mas estudiadas debido a que han
demostrado su participacion y permanencia en el primer y tercer trimestre del embarazo. Su
contribucion ha sido relacionada con el desarrollo de la neurogénesis, el desarrollo embrionario
de cabezay tronco, desarrollo de placenta, la regulacion de transcripcional y las actividades de

las células trofoblastica (Morales-Prieto et al., 2013).
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Tabla 1. miRNAs circulantes en el embarazo con su funcién placentaria y complicaciones.

mMiRNAs 1° 2° 3° Complicacién/Funcién Referencia
, , : relacionada al embarazo
Trimestre | Trimestre | Trimestre
C14MC +4++ + + -Desarrollo de células (Morales-Prieto et al.,
clister embrionarias. 2013)
- Regulacion transcripcional.
C19MC + + +++ -Desarrollo de células (Donker et al., 2012)
clister madres embrionarias.
-Adaptacion y diferenciacion
de las células del trofoblasto.
Cluster ++ ++ ++ -Expresada en el tejido del (Ventura, 2013)
_ trofoblasto
miR-517
-Reducen la invasion celular
por medio de la regulacion de
los genes HOXAS, SEMASA,
TFAP2B y PTK2B
miR-135b + + + - Regulador positivo de (Tamaru et al., 2019)
proliferacion celular:
- Regulacion a la baja en
placentas de mujeres con
preeclampsia.
miR-210, miR- + + + -Preeclampsia (Zhu, 2009; Li, 2013)
155, miR-
181a, miR-
182 miR-
200b, miR-
29a, miR-183
+ + + Potencia proliferacion celular (Miura et al., 2014)
i en trofoblasto por medio de
miR-518b Rably via Ras-MAPK
mIR-519d ++ + + - Migracion celular (Ehman et al., 2017)
- Invasion
- Proliferacion de las células
del trofoblasto.

+ Menos presente; ++ Presente; +++ Muy presente. La presente tabla reporta los miRNAs que se encuentran relacionados entre
diferentes grupos de investigacion. Cada uno de los miRNAs estan vinculados con procesos especiales del embarazo.
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La secrecion de los miRNAs lo han descrito proveniente de la placenta hacia el torrente
sanguineo materno es liberado por medio de los exosomas derivados del trofoblasto vellos (Luo
et al., 2009). La liberacion de los miRNAs esté regulada por factores genéticos, ambientales y

fisiolégicos que influyen en la condicion y desarrollo del embarazo (Qiu C et al., 2012).

Por otra parte, la placenta y el Gtero son los principales O6rganos participantes para el
mantenimiento del embarazo. La placenta es un 6rgano transitorio que se desarrolla a partir del
embrion e invade los tejidos maternos para conectarlos con el feto. La supervivencia, el
desarrollo y el crecimiento del feto son las actividades principales que desempefia la placenta,
dada su funcién en el embarazo, ésta promueve el transporte de los acidos nucleicos

circulantes. Por lo es que tiene un papel importante en el estudio de los sncRNAs circulantes.

Teniendo en cuenta la presencia de los miRNAs en la circulacién y dado a que estan siendo
implicadas en el desarrollo placentario, se propusieron como un biomarcador de diagndostico no
invasivo debido a que se identificaron con un cambio de cantidad y especificidad de los miRNAs
circulantes (Chim et al., 2008; Kotlabova et al., 2011; Mouillet et al., 2016). No obstante, se
desconoce el papel que tienen otros tipos de sncRNAs en la circulacion materna como son:
tRNA, rRNA, snRNA, snoRNA y piRNA (Miura et al., 2017) (Murakami, 2018). Por otra parte, la
circulacion de una variedad de sncRNAs en el plasma materno también pueden verse
implicadas en la funcion de la placenta y en el crecimiento fetal, sin embargo, en otras

investigaciones siguen sin describir su papel en el embarazo.

Para lograr estudiar las clases de sncRNAs en plasma de mujeres embarazadas es necesaria
la toma de muestra adecuada durante su condicion perinatal. La NOM-007-SSA2-1993
menciona a cerca de la atencion a la mujer embarazada y determina que la toma de muestra

sanguinea por consulta gineco-obstétrica es en un volumen maximo 10 ml de sangre. Para el
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estudio de los sncRNAs la cantidad de muestras es un factor determinante debido a la poca
cantidad de muestra sanguinea y por lo tanto restringe el estudio de los sncRNAs en plasma a
causa de la que es necesario la aplicacién de una técnica molecular y en la que se deben de
cumplir con criterios indispensables para su uso en la metodologia. La presencia de estas

moléculas en la circulacion materna abre la indagacién para la profundidad de su estudio.

5. Objetivo General

Identificar las abundancias de los sncRNAs circulantes en plasma durante el progreso de la

gestacion en cuatro mujeres embarazadas sanas a través de una secuenciacion masiva.

6. Objetivos Particulares

a) Seleccionar a los sujetos de estudios durante el desarrollo de una cohorte perinatal.

b) Estandarizar la metodologia para RNA-Seq con baja concentracion de material genético

circulante.

c) Analizar la abundancia de los sncRNAs circulantes en distintos periodos del embarazo

con el mismo sujeto de estudio

7. Hipotesis

En la mujer embarazada la gestacion influye en la abundancia relativa de los sncRNAs

circulantes y su cambio se relaciona con el trimestre gestacional.

8. Planteamiento del problema

La presencia de acidos nucleicos libres provenientes de la placenta en el torrente sanguineo
materno ha abierto una nueva linea de investigacién sobre su participacién en el embarazoy la
relacion que guardan respecto al estado de salud del feto. A su vez, se desconoce la razén

fisiol6gica por la cual la placenta secreta estos acidos nucleicos.
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Para identificar la abundancia de los sncRNAs en circulacion se requiere de técnicas
moleculares con alta sensibilidad como es la secuenciacion masiva. No obstante, la cantidad
inicial de muestra de RNA total para realizar la RNA-seq es un paso limitante si no se cuenta
con el suficiente material genético. Varios de los grupos de investigacion que han utilizado esta
técnica para caracterizar las clases de sncRNAs presentes en muestras de suero o plasma, lo
han realizado a partir de la mezcla de muestras de distintos sujetos con las mismas condiciones
controles o experimentales. Sin embargo, la variabilidad genética junto con los habitos

individuales son factores que pudieran generar sesgos en los resultados.

La NOM-007-SSA2-2016 indica que solo se puede colectar 10 mL de sangre a cada mujer
embarazada, situacion que restringe la cantidad de material genético suficiente individual para
mandar a secuenciar. Esta razon nos obliga a la estandarizacion y desarrollo de nuestra propia
metodologia desde la colecta de muestra sanguinea en el Hospital Publico General, el
procesamiento de la misma para el aislamiento del RNA total hasta la verificacion en la calidad

de la secuenciacion.
9. Justificacion.

Probar una condicion metodologica diferente para la identificacion de los sncRNAs circulantes
maternos para determinar su abundancia con relacion al progreso del embarazo. La informacion
gue es inexistente tanto para nuestra poblacion mexicana, como para el seguimiento del
embarazo restringe del conocimiento acerca de su participacion biolégica y la regulacion de
estas. Los resultados seran utilizados para ser comparados con las de otras poblaciones de
mujeres embarazadas y tratar de explicar su participacidbn en eventos primordiales de la
gestacion. No obstante, este trabajo contribuira con evidencias metodolégicas para el uso

alternativo de la técnica a partir de muestras sanguineas de un mismo individuo.
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10. Metodologia.

Seleccién de ME (n= 4) y NE (n=4)

Recolecta de muestras de sangre

(10 mL.)

Separacion de plasma por centrifugacion (1500
rpm)

v

Extraccion de RNA total por la técnica de Trizol

v

Cuantificacion de RNA total en Espectrometro
por goteo

A 4

RT-PCR
Kit TagMan Small RNA Assays

l

Preparacion de la biblioteca (Kit NEXTflex Small
RNA-Seq v3) y secuenciacion (Nextseq500 de
Illumina)

A 4

Analisis bioinformatico

(FastQC, cutadapt, BWA, UNITAS)
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10.1 Sujetos de estudios

A partir de una cohorte perinatal del Hospital General “Dr. Enrique Cabrera” de la Secretaria de
Salud del Gobierno de la Ciudad de México (SEDESA; No. de registro 210/010/31/17), se
seleccionaron a cuatro mujeres en condicion de embarazo (ME) normo-evolutivo y
metabdlicamente sanas para ser participes, mediante carta de consentimiento informado en
este proyecto de investigacion registrado en el INMEGEN (07/2018/1) y en la Facultad de
Medicina, UNAM (FM/DI/SR/123/2018).

Los criterios de inclusion considerados para esta tesis fueron que las mujeres embarazadas
tuvieran 19 a 35 afos, con producto Unico y que llegaran a término. Ademas, que éstas hayan
sido reclutadas desde el primer trimestre de embarazo, teniendo datos completos de sus
pruebas bioquimicas clinicas con niveles normales de acuerdo con cada trimestre del embarazo
y que se hayan presentado a una consulta ginecobstétrica al menos 15 dias después del parto
(D.E.).

Los criterios de exclusion fueron la presencia de preeclampsia, hemorragias durante el
embarazo, diabetes mellitus o gestacional, indicadores de sufrimiento fetal, parto pretérmino,
infecciones recurrentes, aborto, desnutricion y valores disminuidos en los resultados de cada
trimestre del embarazo respecto a los estudios de las bioquimicas sanguineas.

Los criterios de eliminacion incluyeron a las mujeres que se dieron de baja del estudio o que no
asistieron a una consulta por trimestre del embarazo y/o después del parto.

Como sujetos controles, se reclutaron a cuatro mujeres no embarazadas (NE) del Instituto
Nacional de Medicina Gendmica para la toma de muestra sanguinea y de datos generales, bajo
previo consentimiento informado. Los criterios de inclusion para estas mujeres fueron que
tuvieran entre 20 a 35 afios y que sus resultados de las pruebas bioguimicas fueran normales
de acuerdo con las referencias poblacionales (Chamberlain G. & Broughton P.,1998; INP, 2018).
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Los criterios de exclusion fueron la obtencion de los parametros bioquimicos anormales, un
indice de masa corporal bajo, enfermedades previas, alergias y/o embarazo recién terminado,
desnutricion y problemas metabdlicos. Finalmente, el criterio de eliminacion contemplado fue el

gue la mujer no se presentara a la toma de muestra.

10.2 Colecta de muestra sanguinea periférica.

Las muestras biolégicas de sangre fueron colectadas a las 8:00 am en condiciones de ayuno,
utilizando tubos Vacutainer con Gel y activador de coagulacion y EDTA K> (367955; 367863/
Becton Dickinson). Las muestras fueron trasladadas en hielo o refrigerantes al laboratorio en
donde se les realiz0 la separacion de la fraccion del plasma de la siguiente forma: cada uno de
los tubos con 10 mL de sangre fueron centrifugados a 1,500 x g (Centrifuga D-37520, 120 VAC,
Thermo Fisher Scientific) por 10 min a temperatura ambiente y 2 mL del plasma fue almacenado

en criotubos libres de RNAsas a -80°C en el ultracongelador para su posterior procesamiento.

10.3 Extraccion de RNA total en las muestras de sangre.

A partir de los 2 ml de plasma se extrajo el RNA total con Trizol, utilizando el procedimiento
establecido por el proveedor (15596029, Invitrogen). Brevemente, las muestras de plasma
fueron completamente mezcladas con el reactivo de Trizol frio (1:3) en tubos de polipropileno.
Posteriormente, se les afiadié 0.2 mL de cloroformo-acido por 1 mL de Trizol utilizado para la
lisis y se mezclaron vigorosamente para dejar en incubacion con hielo por 15 minutos.
Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 12000 x g por 20 minutos a 4°C. La fase acuosa
con el RNA total se recuperé en tubos libres de RNAsas.La precipitacion del RNA se llevo a

cabo mediante la adicién de un volumen de 0.5 mL de isopropanol por 1 mL de Trizol usado en
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la fase inicial (1:3), dejandolo toda la noche a -20 °C. La colecta del pellet del RNA precipitado
se obtuvo después de la centrifugacion durante 10 minutos a 12,000 x g a 4°C, desechando el
sobrenadante. El pellet fue resuspendida en 1 ml de etanol al 75% por el volumen de Trizol
utilizado en la fase inicial (1:3), mezclando y después fue centrifugada a 7500 x g a 4°C por 5
min, desechando el sobrenadante. Al final, el pellet fue resuspendida con 10 pL de solucién
agua libre de RNAsas. La extraccion de RNA de las muestras se realizo en el laboratorio del

Consorcio de Metabolismo de RNA y Vesiculas extracelulares del INMEGEN.

10.4 Cuantificacion de RNA total.

El RNA total fue cuantificado mediante espectrofotometria por goteo (NanoDrop 2000c; Thermo
Fisher Scientific), utilizando una doble cuantificacion de 1 uL en cada medicion para obtener el
promedio. La cantidad de material genético solicitado para poder secuenciarlo fue de 50 ng

totales con lecturas de pureza (A 260/280 nm) de 1.7 a 2.

10.5 RT-PCR

En la reaccidn de la cadena de polimerasa se realizo una transcripcion reversa del RNA a cDNA,
la cantidad de RNA se determiné a partir de la extraccion de RNA que se definié en 7 uL y se
afiadio 2 pL de agua. Para realizar las reacciones se basaron en el protocolo Tagman Small
RNA Assay (Applied Biosystem, 4364031E). Para la preparacion de la RT se combinaron en un
tubo de polipropileno 3 pL de cebador 5X RT y 5 pL de la plantilla bicatenaria. La reaccion de
RT se combinara con el RT master mix que contiene dNTPs, buffer transcripcion reversa 10X,
transcriptasa reversa MultiScribe™ 50 U/uL, inhibidor RNAsa 20 U/uLy agua libre de nucleasa,
se mezclaran de acuerdo a la siguiente dilucion 7 uL RT master mix:8 uL RNA desnaturalizado

y RT primer. La amplificacion por gPCR se realizo por 120 minutos mezclando los reactivos del
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gPCR master mix que contiene Tagman small RNA assay 20X, RT, master mix universal
TagMan 2X y agua libre de nucleasa con el producto de la reaccion RT. Las condiciones del
termociclador fueron de 40 ciclos con una denaturalizacion de 15 segundos a 95°C y alineacion
y extension de 60 segundos a 60°C y una activacion de la enzima por 10 minutos a 95°C. El
analisis de los datos se llevd a cabo mediante el software DataAssist™ de Applied Biosystem.

(www.appliedbiosystems.com/dataassist)

10.6 Secuenciacion de RNAs de cadena corta.

Las bibliotecas de sncRNAs para la secuenciacion por medio de la plataforma de Illlumina, fueron
generadas siguiendo las especificaciones de manufactura del kit NEXTflex Small RNA-Seq v3
(Bioo Scientific). Brevemente, el procedimiento consistio en afadir adaptadores en los extremos
3"y 5 de la cadena de RNA y posteriormente convertirla a DNA complementario (CDNA). Se
usaron 25 ciclos de RT-PCR para todas las muestras. Los productos de PCR se purificaron con
perlas magnéticas y se seleccionaron los tamafios en geles de poliacrilamida al 6%. La seleccion
de los tamarios fue hasta 150 pb y se analiz6 la calidad en la preparacién de una biblioteca por
TapeStation de Agilent Technologies. La concentracion de las muestras se determiné por Qubit.
Para detectar individualmente cada una de las muestras, durante la construccion de la biblioteca
se afadieron barcodes que funcionan como etiquetas conocidas que sirven como simbolo de
identificacion. Posterior a eso se realizo una mezcla de todas las muestras en una concentracion
de 12pM para afiadir al secuenciador Illumina RNAseq (150 ciclos, lectura Unica). La
construccién de las bibliotecas y secuenciacion se realiz6 en la Unidad de Secuenciacion del

INMEGEN.
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10.7 Anélisis bioinforméatico

Los datos de secuenciacion fueron almacenados en la nube del servidor del INMEGEN y
posteriormente se evalud la calidad de las secuencias obtenidas a través del programa de
FastQC. El programa de FastQC reporta la calidad de las secuencias obtenidas basada en un
score phred (P), dicho puntaje determina la probabilidad de error durante la secuenciacion
calculada logaritmicamente, es decir, se califica de acuerdo a estos criterios: 1) P>30=Buena
calidad; mostrando una probabilidad de error de 1 en 1000 nucle6tidos= 99.9% precision;
2)P>20= Calidad aceptable; mostrando una probabilidad de error de 1 en 100 nucle6tidos= 99%
precision 3) P<20= Calidad mala; mostrando una probabilidad de error 1 en 10 nucleotidos=
90% precision (Babraham Institute, 2019). Al pasar el control de calidad, se eliminaron los
adaptadores de los extremos 3" y 5 en las secuencias obtenidas, utilizando el programa de
Cutadapt v.1.10 (http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/guide.html). Las lecturas sin los
adaptadores fueron utilizadas para realizar los alineamientos y mapear a éstas junto con otras
lecturas de sncRNAs previamente reportadas, usando el programa de BWA v.0.7.12 (Li &
Durbin, 2010) contra el genoma humano (Hg38pl12), el programa de UNITAS V2.0 permite
mantener las secuencias de anotacion basadas en la base de datos de Ensembl release 96
(EMBL-EBI; Gebert et al. BMC Genomics, 2017). El analisis bioinformatico se llevé a cabo en

el Consorcio de Metabolismo de RNA y Vesiculas Extracelulares.
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11. Resultados

11.1 Caracteristicas de los sujetos de estudio.

Las ME y NE seleccionadas para esta tesis corresponden a una poblacién mexicana-mestiza
con edad reproductiva y de tallas y pesos similares. No obstante, la condicién socioeconémica
de las mujeres ME fue menor que las NE con base en sus datos de escolaridad, estado civil y

ocupacion (Tabla 2y 3).

Tabla 2. Caracteristicas antropométricas y socioecondmicas en mujeres embarazadas

Antropométricas

Variable Medias = DE IC 95%
Edad (afios) 26 £ 6 20-32
Peso (kg) 53+6 47-59

Talla (cm) 156 +5 151-161
IMCp (kg/m?) 23 +4 19-25
SDG 10+3 7-14

Socioeconémicas

Raza Mestiza
Escolaridad P > (100)
Estado civil C (100)
Ocupacion EA (50); ENA (50)

Datos de cuatro mujeres embarazadas seleccionadas de una cohorte perinatal en la CDMX durante el inicio
del estudio. P: preparatoria y/o carrera técnica; EA: Econdmicamente activas; ENA: Econ6micamente no
activas; S: Soltera; C: casada o union libre.

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas y socioeconémicas de mujeres no embarazadas

Antropométricas

Variable Medias + DE IC 95%
Edad (afios) 26+ 6 20-32
Peso (kg) 61+3 58 - 64
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Talla (m) 156 £ 3 153-159

IMC (kg / m ?) 25+1 24-26
Socioecondmicas
Raza Mestiza
Escolaridad 2P (100)
Estado civil S (100)
Ocupacion EA (100)

Datos de cuatro mujeres no embarazadas de la CDMX. P: preparatoria; S: soltera; EA: econdmicamente
activa.

Para comprobar que las ME se encontraban en un estado saludable durante su embarazo, se
evaluaron datos clinicos (Tabla 4) y bioquimicos (Tabla 5) en cada trimestre del embarazo
encontrando que, las cuatro ME tuvieron parametros normales con base en las referencias
descritas para la mujer mexicana embarazada (INP, 2018). Es importante sefialar que una de
las cuatro mujeres PP presento valores de TAG y LDL mayores a lo recomendado (Chamberlain

G., Broughton P., 1998) (Tabla 5).

Tabla 4. Caracteristicas clinicas durante y después del embarazo.

1°T 2°T 3°T PP

Caracteristicas (10 + 3 SDG) (21.3 £ 2 SDG) (32 +1 SDG) (215 D)
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Peso (kg) 57+8 595 624 55+6

Gananciade peso | 2.7545 | 2.4+4.7 | 44+3 | 6.323.5 | 7.3+5 | 4.9+3.4 NA

gestacional® (kg)

Presion sistolica? 1102 | 113+12 | 1152 | 102+6 | 1162 |114+18 | 110% | 1037

(mmHg)

Presion diastélica? 552 70+1 692 66+15 702 70+10 602 | 6372

(mmHg)

Datos de cuatro mujeres embarazadas en la CMX mostrados como medias + DE. D: dias; NA: no aplica; PP:
post parto; SDG: semana de gestacion; T: trimestre.! Siega-Riz et al. 2003. J Reprod Med. 48: 217-24;
2Chamberlain G., Broughton P. (1998).
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Tabla 5. Caracteristicas bioquimicas durante y después del embarazo.

Analito 1°T 2°T 3°T PP

(mg/dL) (10 + 3 SDG) (21.3 + 2 SDG) (32 + 1 SDG) (215 D)

Gluc 60 -105 71+2 70-110 71+£5 70-110 66 + 6 75-100 76 +6

CT 141-210 |172+24 | 176-299 | 197 +£46 | 176-299 | 220 + 36 <200 196 + 32

TAG 40-159 | 160+34 | 75-382 212+13 | 75-382 261+£79 | <150 | 203 £127

LDL 60—-153 | 100 +22 | 77-184 | 128 +£20 | 77-184 119+15 | <100 144 £ 25

HDL 40-78 56 +5 52-87 7529 | 52-87 63+16 | 40-60 45+ 7

Datos de cuatro mujeres embarazadas en la CDMX mostrados como medias + DE (columnas blancas). CT:
colesterol total; Gluc: glucosa; HDL: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad;
TAG: Triacilglicéridos; SDG: semanas de gestacion. Referencias (columnas grises): (Abbassi-Ghanavati &
Cunningham, 2009).

De la misma forma, las NE se ubicaron dentro de los parametros bioguimicos normales a lo

recomendado (Tabla 6) (Marshall et al, 2013).
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Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas en mujeres no embarazas.

Analito Valores de referencia Media + D.E.
(mg/dL) (mg/dL)
Gluc 75-100 795
TAG <150 119 + 46
CT 150-220 178 + 29
LDL <130 113 £ 22
HDL 40 - 60 47 + 8

Datos de cuatro mujeres en la CDMX. CT: colesterol total; Gluc: glucosa; HDL: Lipoproteinas de alta densidad;
LDL: Lipoproteinas de baja densidad; TAG: Triacilglicéridos. Valores de referencias: (Marshall et al, 2013).

11.2 Calidad en las muestras de RNA total y su cuantificacion

La concentracion y la pureza de los acidos nucleicos es un paso determinante para continuar
con la secuenciacion del material genético. Si no se cumple con la cantidad de 50 ng de RNA
total y un rango de pureza entre 1.7 a 2 por muestra, la Unidad de Alta Tecnologia de
Secuenciacion en el INMEGEN no continua con el proceso. Debido a esto, las muestras se
cuantificaron por espectrofotometria por goteo, observando dos picos de absorbancia entre 230
y 270 nm y una concentracion promedio de 739.4 ng/uL ademas de haber obtenido una pureza

relativa (260/280) de 1.59 (Figura 7).
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Figura 7. Evaluacién de la purezay la concentracion por espectrofotometria por goteo de una muestra
representativa de RNA total en plasma antes de la preparacién de la biblioteca. Los picos de absorbancia
(230 nmy 270 nm) sefializados con lineas anaranjadas muestran contaminacion proteica y del solvente enol.
nm= longitud de onda NanoDrop 2000c (Applied Biosystem).

Debido a que no se contd con la concentracion y la pureza requerida para secuenciar el RNA
total en plasma, se decidié una estrategia que podia indicar si existia material genético, por lo
gue se realizd una reaccion de trascripcion reversa usando el Kit de miRNA Tagman ®. (n°
4366596, Applied Biosystem). Se utilizaron los oligonucleétidos para amplificar U6 y mir-16;
MiRNAs presentes en el plasma (Wang et al., 2012)(Savelyeva et al., 2017). Los resultados
fueron positivos para la amplificacién de ambos miRNAs, demostrando con ello que era viable
poder mandar a secuenciar las muestras de RNA total de las ME y NE a pesar de no contar con
las concentraciones y purezas solicitadas (datos no mostrados por su realizacion en la

colaboracion con el grupo de metabolismo de RNA y vesiculas extracelulares).
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11.3 Controles de calidad en cada etapa de la generacion de la biblioteca para RNA-seq

La primera etapa del RNAseq comienza con la preparacion de una biblioteca, a partir de la
adicion de los adaptadores especificos que deben ser unidos a la molécula de RNA en sus
extremos 3" y 5. Ensamblados los adaptadores, se realiza una RT-gPCR ajustando los ciclos
de amplificacion. Para el caso particular de nuestras muestras, se realizaron 25 ciclos de

amplificacion.

La primera evaluacién en el control de calidad para asegurar que el tamafio e integridad del
cDNA (21 - 23 pb) correspondia con el tamafio de los sncRNAs circulantes junto con el tamafio
de los adaptadores (148 -152 pb), mostro valores adecuados con los esperados (Figura 8A 'y

8B).
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Figura 8. Control de calidad por bioanalizador para la verificacién del tamafio de los adaptadores y
cDNA. Muestras representativas de las lecturas del sistema bioanalizador representado en dos picos que
refieren el adaptador (~129pb) y el cDNA (~22pb). A) cDNA de una muestra. B) Seis muestras de ME y/o NE
seleccionadas de forma aleatorizada. [FU]: Fluorescencia; [bp]: pares de bases.

El segundo control de calidad se realiz6 mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida
al 6% en donde se corroboraron los tamafios e integridades de las moléculas correspondientes

(Figura 9).
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Figura 9. Control de calidad por electroforesis para la verificacion del tamafio e integridad de los
adaptadores y cDNA. Muestras de cDNA (129 pb; flecha roja) y sus adaptadores (150 pb; flecha amarilla)
en geles de poliacrilamida al 6%. Letras A-D son muestras de mujeres embarazadas; los nimeros 1-3 son de
cada trimestre de embarazo y el 4 después del embarazo. NE: mujeres no embarazadas.
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El dltimo control de calidad necesario para el cumplimiento de los requisitos de tamafo,
integridad y concentracion en los fragmentos de cDNA y para poder secuenciarlos a través de
la plataforma de Illumina, fue validado por medio del sistema de electroforesis automatizado
(TapeStation). Los cDNAs obtenidos en la biblioteca cumplieron con los tres requisitos (Figura
10y Tabla 7). Es importante mencionar que las concentraciones de los cDNAs fueron mayores
a 12 pM; excepto para los cDNAs de las muestras 2A y NEA (Tabla 7). Sin embargo, todas las
muestras de cDNAs cumplieron con los estandares de calidad prosiguiendo con su

secuenciacion.

MPM 1A 2A 3A 1B 2B 3B 4B 1C 2C 3C 4A 4C 1D 2D 3D 4D NEA NEBNECNED

Figura 10. Ultimo control de calidad por “TapeStation” para la verificaciéon del tamafo, integridad y
concentracion de los cDNAs. Las bandas negras corresponden a fragmentos de 150 pb de cDNA integro y
sin rasgos de degradacion. Los niimeros mostrados arriba de cada pozo representan el trimeste del embarazo
y las diferentes letras son los sujetos de estudio. MPM: marcador de peso molecular; NE: mujeres no
embarazadas
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Tabla 7. Concentraciones de los cDNAs obtenidas en la biblioteca previas a la secuenciacion

# Concentracion [nM] it Concentracion [nM]
Muestra [ng/ul] Muestra [ng/ul]

12 2.8 25 3C 1.83 17

22 1.13 10 4C 28 38.0
3a 4.32 39 1D 2.54 23

42 8 53.5 2D 22 52.1
1B 4.26 37 3D 29 15.2
2B 3.56 32 4D 30 18.0
3B 2.32 21 NEA 35 8.4
4B 3.08 28 NEB 37 13.0
1C 1.79 16 NEC 23 59.0
2C 2.58 23 NED 16 68.9

Los datos muestran las concentraciones del cDNA libre de adaptadores. Se reportan dos concentraciones por
su uso en la metodologia. Las letras indican a cada mujer embarazada (A-D). Los niUmeros estan sefalando
el trimestre del embarazo y después del embarazo (1-4). NE: mujeres no embarazada.
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11.4 Control de calidad en las lecturas de las muestras de cDNA secuenciadas.

El control de calidad con FASTQC es una herramienta que se basa en evaluar la calidad de las
lecturas obtenidas por secuenciacion. La buena calidad de las lecturas nos indica que tan
correctamente se realizé la secuenciacién. La calidad es estudiada mediante los parametros por
el nimero de lecturas, el % GC, el porcentaje de secuencias duplicadas y el puntaje de calidad
por base. El puntaje de calidad es mas considerado y es calificado de acuerdo a cada base
nitrogenada que fue asignada correctamente. El puntaje es llamado “puntaje de Phred” es el
indicador de la calidad de secuenciacién. El puntaje de Phred en valores de 20-30 indican que
las lecturas obtenidas se encuentran dentro de los rangos Optimos para su analisis posterior,
descartando posible sefial de ruido basal o artefactos de la técnica. Las lecturas fueron leidas
aproximadamente en la posicion del nucleotido numero 120 pb. El comportamiento de las
lecturas se observa que aproximadamente en la posicion 120 pb, la calidad mantiene un puntaje
arriba de 30 pb. El descenso en las lecturas observada en la posicion >100pb demuestran que

durante la secuenciacion el tamafio de lectura ya no corresponde a sncRNAs.

En la figura 11 se puede observar que las lecturas muestran en diferentes picos por cada
posicion (pb) de los pares de bases infiriendo que se muestran dentro de los rangos aceptables
por control de calidad. Eso quiere decir que la formacion de secuencias se realizé de manera

correcta.
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FastQC: Puntuaciones de calidad
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Figura 11. Control de calidad en las lecturas antes y después de la eliminacion de las secuencias de
los adaptadores. Las evaluaciones de la calidad de lecturas son calificadas como secuencias buenas cuando
su valor es arriba del puntaje de Phred >30. A. Control de calidad de las secuencias medidas hasta la posicién
120 pb. B. Calidad de secuencias hasta la posicion 100 pb. Las franjas se dividen en los siguientes colores:

verde se califica en el rango de excelente calidad, amarilla en aceptable y en rojo en mala calidad. El rango
de calidad es aceptado a partir de >20 (puntaje de Phred).
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Después del corte de los adaptadores, se pierde el 17.2% de lecturas. Las lecturas sin

adaptadores seran las utilizadas para el andlisis de abundancia de sncRNAs (figura 12).

mlm2

Figura 12. Total de lecturas obtenidas antes y después del corte de adaptadores. Los datos indican las medias
de lecturas con una DE 4868850. 1) Lecturas con adaptadores; 2) Lecturas sin adaptadores.

Las clases principales de sncRNAs identificadas en el plasma de ME y NE fueron los miRNAs,
misc_RNAs y no anotados. En menor medida, también se detectaron a los tRNAs, sncRNA,

SnRNA, low_complexity, incRNA (Figura 13).
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Figura 13. Abundancia de sncRNAs circulantes en condicion de embarazo y no embarazo. Las barras
demuestran las abundancias relativas y se dividen en mujeres embarazadas (ME) y no embarazadas (NE).
Las abundancias relativas se clasificaron en porcentajes de acuerdo con el nimero de lecturas que se
obtuvieron por muestra agrupandose en la condicién que le corresponde.
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En la Figura 14, se demuestra que los porcentajes de expresion de las clases de sncRNAs
circulantes en plasma fueron mayormente abundantes en los miRNAs, misc_RNA y los no
anotados. En el primer trimestre, los misc_RNA se expresaron en un mayor porcentaje
comparados a los miRNAs, seguido de los no anotados. En el segundo trimestre, el aumento en
la abundancia de los miRNAs y los no anotados provocando una disminucion de los misc_RNA.
En el tercer trimestre, se observé el progresivo aumento de los miRNAs y el decremento de los
misc_RNA y los no anotados. En el post parto, se observa un aumento de los miRNAs parecido
a la abundancia de la condicion control (NE), al igual, que los misc_RNA y los no anotados. En

menor abundancia se observan los mt_RNA, low_complexity, ShARNA, snoRNA, tRNA 'y rRNA.

En la Figura 15, se observa la distribucion de las abundancias de los sncRNAs circulantes en
plasma por cada mujer embarazada en el 1°, 2°, 3° y después del embarazo. La dinamica que
se presenta por cada mujer embarazada durante el progreso del embarazo se observa por la
presencia de los miRNAs, misc_ RNAs y no anotados. La permanencia de estas clases de
sncRNAs es constante a lo largo del embarazo, sin embargo, se observa un perfil diferente en

la presencia de los sncRNAs por cada mujer embarazada.
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Figura 14. Abundancia relativa de los sncRNAs en el embarazo progresivo y después del efecto bifasico de

MiRNAs y misc_RNAs. Los mas abundantes fueron los miRNAs: amarillo; misc_RNA:azul; no anotados: azul

fuerte.
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12. Discusién

Los estudios sobre los sncRNAs presentes en la sangre de mujeres embarazadas junto con los
avances tecnoldgicos de secuenciacion masiva experimentan un gran auge debido al interés
por identificar biomarcadores de diagnéstico clinico asociados con los diversos desenlaces
perinatales. Hasta el momento, no esta clara la participacion de las distintas clases de sncRNAs
circulantes en diversas poblaciones de mujeres embarazadas con lo que se pueda identificar
aquellos que provienen exclusivamente de la placenta, de la madre o del feto y con ello,

determinar su funcién en este compartimento.

El RNA-seq es una técnica molecular que genera informacion sobre el tipo de transcritos
primarios codificantes y no codificantes presentes en un tejido o célula, obteniendo asi una
cobertura profunda que permite la identificacion de nuevos blancos moleculares implicados en
diferentes condiciones fisiologicas. Los estudios que reportan la abundancia de sncRNAs en
fluidos corporales en el ser humano utilizado con esta tecnologia se encuentran en gran
aumento debido a su especificidad, sensibilidad y el alcance de deteccion. Sin embargo, aiin no
se esclarece los tipos de sncRNAs que intervienen a lo largo del embarazo del mismo en
condiciones saludables y que tengan alguna contribucion funcional con los distintos estadios de

la gestacion.

El trabajo de esta tesis se enfocd en analizar los puntos criticos para el uso adecuado y 6ptimo
de la técnica RNA-Seq bajo las condiciones de muestras sanguineas de mujeres embarazadas
colectadas en un hospital publico del sector salud de la CDMX, ya que se debe de cumplir con
los criterios estipulados por la NOM-007-SSA2-2016. El hallazgo y la aportacion principal de la
tesis es la identificacion de una variacion relativa en la abundancia de ciertas clases de sncRNAs

durante la evolucién del embarazo de mujeres clinicamente sanas que residen en urbes
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marginadas econémicamente. Una aportacion menor, pero de relevancia tecnoldgica es la
implementacion de RNA-seq para la identificacion de material genético circulante en muy bajas

concentraciones debido a las limitaciones mismas de la cantidad y la calidad de ésta.

La técnica impone un desafio en cada paso de su metodologia por lo que ejecutar controles de
evaluacion en la preparacion de una biblioteca determina la calidad de secuencias. La
concentracion de RNA total que solicita la plataforma de Illlumina es reportada entre un rango
de 25-50 ng/uL para cubrir la preparacién de una biblioteca y la secuenciacion (lllumina, 2016).
Sin embargo, siguiendo con nuestra metodologia, no se logré obtener la concentracion
requerida. No obstante, la estrategia seguida fue el aislar RNA de la cantidad de plasma que
obtenemos después de una toma y el amplificar el miR-U6 y miR-16 por la técnica RT-PCR
permitiendo verificar que existia material genético en las muestras y con ello, continuar con la
secuenciacion. De no haber incurrido con esta estrategia, el uso de la técnica de RNA-seq
hubiera tenido que ser anulada. El no cumplir con una concentracion inicial de RNA total sugiere
gue en las secuencias haya la posibilidad de incluir sesgos, de una sobreamplificacion de
regiones ricas en GC y de generar secuencias duplicadas, provocando con esto confusiones en
la interpretacion de los resultados, por lo que es primordial la verificacion en el tamafio de

fragmentos con sus adaptadores antes de proseguir con la secuenciacion (Van D et al., 2014).

La plataforma de Illumina (© 2019 lllumina, Inc). es evaluado normalmente por un sistema de
calidad que valida la correcta preparacion de una biblioteca. Sin embargo, debido a las
condiciones presentadas en nuestra metodologia, se tuvo que realizar una validacién con un
sistema adicional “TapeStation” para comprobar la presencia de cDNA después de la
purificacion, ademas de que no se sabia si se lograria la formacion de la biblioteca puesto que

se desconocia la concentracion de RNA total. El tamafio de la biblioteca esta determinado por
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el tamanfo del inserto o templado. Para el estudio los scnRNAs, el tamafio 6ptimo del inserto
debe ser <200pb, puesto que, introduce menos sesgos (Podnar, Deiderick, Huerta, & Hunicke-
Smith, 2014). En nuestro estudio el tamafio del inserto se encontré en un rango entre 22-23 pb
y del adaptador entre 127-129 pb. El progreso de la formacién de la biblioteca en otros estudios
Unicamente los reporta con la validacién del Bioanalizador puesto que sus rangos de
concentracion se reportan entre 10-100 ng/pL. El sistema “TapeStation” tiene una mayor
sensibilidad para detectar niveles bajos de concentracion de RNA total evaluando el
rendimiento, la distribucion de tamafio y la concentracién. Es necesario mencionar que el
sistema “TapeStation” es menos aplicable debido a los altos costos (Nietsch et al., 2016; Podnar

et al., 2014).

La calidad de las lecturas destaca la calidad de la secuenciacion y la preparacion de la biblioteca
ambas nos aseguran que todas las lecturas en el conjunto de datos fueron mapeadas y
alineadas correctamente con el genoma humano. El numero de lecturas requeridas para
relacionar el nUmero de lecturas y la abundancia relativa se requiere de 1 a 5 millones de
lecturas por muestra debido a la corta longitud de los sncRNAs (© 2019 lllumina, Inc). La
disminuciéon de las lecturas después del corte de adaptadores sefala que la eliminacion de
aquellas lecturas demasiados cortas que no fueron mapeadas en el genoma. Nuestros
resultados se destacaron por obtener un alto nimero de lecturas (véase fig. 12). Lo que refleja
gue el aislamiento del RNA y la preparacion de la biblioteca se efectuaron correctamente. Cada
uno de los puntos criticos de la técnica fueron certificados y analizados con éxito a pesar de la

condicidon de concentracion desconocida.

En este trabajo se analizaron los sncRNAs circulantes de mujeres embarazadas y no

embarazadas a través del RNA-seq. Debido a que existen reportes que mencionan la
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variabilidad en los sncRNA por edad, sexo, raza, condiciones ambientales, dieta y
enfermedades (Etchegaray & Mostolavsky, 2016; Lee et al., 2017; Miura et al., 2017), se disefio
una estrategia para tomar muestras de una poblacion lo mas homogénea posible en ambos
grupos de mujeres. Es importante mencionar que las mujeres embarazadas provienen de una
region con bajos recursos en la CDMX, mientras que las no embarazadas presentan mejores
condiciones sociodemogréficas. No obstante, ambos grupos presentaron rasgos homogéneos

en la edad, sexo, raza y estado de salud difiriendo Unicamente en su estado socioeconémico.

El Hospital General Dr. Enrique Cabrera de la SEDESA se localiza en el lado norponiente de la
CDMX. EIl sector de mujeres embarazadas que se atiende en este hospital vive en colonias
cercanas 0 pertenecientes a las delegaciones Magdalena Contreras, Cuajimalpa y Miguel
Hidalgo. A pesar de competir con la marginacion, violencia y estado socioeconémico bajo, las
mujeres embarazadas de este estudio mostraron un estado saludable validado bajo los
parametros clinicos y bioquimicos. Si comparamos nuestros grupos de mujeres con la de otros
estudios realizados en poblaciones de Japén, Chinay E.U.A. (Pan et al., 2012; Williams et al.,
2013; Yang et al, 2011), podemos aseverar que la informacion clinica y sociodemografica de
estas otras poblaciones no es lo suficientemente explicita para esclarecer si el factor
sociodemogréfico en distintas razas poblacionales esta jugando un papel preponderante en la
abundancia de los sncRNAs (Maccani 2010; Maccani 2012). Otras caracteristicas clinicas como
la ganancia de peso y las presiones diastélica y sistolica no han sido contempladas para los
mismos propositos de abundancia tanto en nuestro estudio como en el de las otras poblaciones,
por lo que se recomiendan utilizar estos pardmetros en futuros analisis sobre todo en desenlaces

perinatales de preeclampsia (Yang et al., 2011).
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El embarazo se caracteriza por una serie de cambios fisiol6gicos y anatdmicos en los que
contribuye la placenta. Para sobrellevar las demandas requeridas del crecimiento fetal y del
propio embarazo, tanto la placenta como los rasgos metabdlicos, genéticos, ambientales y
posiblemente socioecondmicos pueden ser factores que intervengan en la modificacion de la
expresion de los sncRNAs circulantes (Cai et al., 2017). La importancia de dilucidar la
abundancia de los sncRNAs en la circulaciébn materna es definir su participacion en el embarazo
conectando cascadas de redes reguladoras materno-fetal participantes en la placentacion,
desarrollo embrionario y neuronal, diferenciacion de las células del trofoblasto, respuestas
inmunitarias, endocrino, ademas de implicarse en la comunicacion de célula-célula (Cheng et
al., 2013; Wessels et al., 2013). De tal manera, que esas conexiones permitan entender su

funcion especifica en el embarazo.

Los miRNAs tiene funciones reguladoras en procesos bioldégicos como la angiogénesis,
apoptosis, ciclo celular, proliferacion y diferenciacion celular (Kim N., 2005). En el embarazo
existen miRNAs reportados que tienen funcion placentaria y participan en la proliferacion y
diferenciacion del trofoblasto, migracion e invasion y crecimiento placentario (Morales-Prieto,
2013) (Miura et al, 2017) (Ehman et al, 2017). Los cambios en las partes fisiologicas,
hormonales, metabdlicas que también desempefia los Organos principales para el
mantenimiento de la gestacion como son higado, rifion, estbmago, cerebro, etc., pueden
ocasionar cambios dindmicos en los patrones en la abundancia (Purizaca, 2010). Nuestros
datos muestran que la participacion de los miRNAs cobra relevancia con respecto al progreso

del embarazo, ya que su abundancia incrementa conforme la evolucion de la gestacion.

Un ejemplo de esto fue lo observado con respecto a la abundancia con la que comienzan los

misc_RNA en el embarazo y que ésta se va reduciendo conforme al término del mismo. Sin
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embargo, no existe informacion alguna sobre su funcién o participacibn como moléculas
circulantes en el embarazo (Majewska et al., 2018). Hasta el momento, los misc_RNA se
describen como una composicion de diversos productos de la transcripcion de otras clases de
RNAs (Sreekumar et al, 2011). En las células se sabe que los misc_RNA estan implicados en
la regulacion en el gen (MSRA). Este gen pertenece a una familia de enzimas que modula la
respuesta al estrés oxidativo, metabolismo de la metionina y modificacion de procesos celulares

de proteinas (Begara-Morales et al., 2014).

La tercera clase de sncRNAs que presenté mayor abundancia en el plasma de las mujeres
embarazadas fueron los “no annotation RNA”. Estos se clasifican entre los RNAs desconocidos
por la falta de informacion tanto en su estructura como en su funcién. Se propone indagar mas
a cerca de estos sncRNAs que podrian contribuir con el esclarecimiento de procesos
reguladores génicos. Esto a través de la biogénesis de moléculas que pudieran ser productos

intermedios de RNAs o productos de la edicion especifica de sncRNAs (Ludwig & Giebel, 2012).

En menor abundancia se presentaron otras clases de sncRNAs a lo largo del embarazo. En el
caso de los mt_tRNA y tRNA basandose en la abundancia de otros datos biologicos explican
gue los tRNA y los mt_RNA tienen una implicacién en la genética mitocondrial humana. Existen
estudios que dan evidencia de un vinculo a partir del surgimiento de mutaciones en el gen
mt_tRNA afectando mediante modificaciones transcripcionales la biogénesis y funcién de los
tRNA. Es decir, que conjuntamente los genes de tRNA generan un efecto en el fenotipo de la
célula. Por lo tanto, ambos son principalmente el foco para provocar mutaciones en las células
(Diroma, Lubisco, & Attimonelli, 2016). Ahora bien, respecto al papel en que se involucra los
SnRNA y los snoRNA. Los snoRNA patrticipan en la regulacion del procesamiento del rRNAy el

MRNA provocando modificaciones pos-transcripcionales. Después del parto se presenté una
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relacién respecto a la condicion control en el que se observd un parecido en la abundancia
relativa de los sncRNAs. De igual manera, se presentaron resultados de la distribucion de las
abundancias por cada mujer embarazada a lo largo del embarazo. La dindmica en cada clase
de sncRNAs por mujer embarazada se visualiza muy distintas entre ellas mismas, de tal manera
gue esto demuestra que la composicion de los sncRNAs presentes en plasma se ven alterados
por dos condiciones: el embarazo, el trimestre del embarazo y el mismo individuo. Dado estos
resultados puede relacionarse con nuestra hipotesis, es decir, que se llevd a cabo la deteccién
de sncRNAs circulantes en plasma en condiciones diferentes de metodologia que han sido

descritas por otros grupos de investigacion.

La comprension de la funcion de los sncRNAs por separado y en conjunto permitira esclarecer
los procesos reguladores génicos en los que participan a nivel celular como en la circulacion. La
placenta tiene una contribucion importante en la secrecion de las diversas clases de sncRNAs
(Tamaru et al, 2019; Zhu et al, 2009; Li et al, 2013). Entre ellos se han descrito a aquellos que
tienen una funcion placentaria mir-519, mir-520, mir-498, mir-517, mir-518 (Liang et al., 2007;
Miura et al., 2010; Morales-Prieto et al., 2012). La placenta participa como un comunicador entre
la madre y el feto, y sus funciones de transferencia dela informacion genética, hormonal y
factores externos (ambiental, nutricional) (Tong & Chamley, 2015). La secrecion de los

exosomas hacia la circulacion sanguinea contribuye en el transporte de los sncRNAs.

La presencia de los sncRNAs circulantes es relacionada a varias vias de regulacion por lo que
es necesario ampliar los estudios para proponer nuevas vias regulatorias de la condicién
gestacional y afiadir posibles mecanismos implicados en el desarrollo del feto y la funcién
placentaria. Sin embargo, el sector salud de la Ciudad de México todavia tiene una escasa

informacién acerca de los estudios gendmicos que pueden ser realizados en las mujeres
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embarazadas por medio de las consultas perinatales. Para estudios futuros se recomienda
desplegar la informacion con el personal hospitalario, pacientes y familiares. De tal manera que

se busque integrar los conocimientos para la mejora de la salud gestacional de las pacientes.

Ahora bien, para profundizar el estudio de los sncRNAs circulantes en plasma es necesario
mencionar que para predecir la participacion de estas moléculas en el embarazo se tiene que
aumentar el nimero de participantes embarazadas y dirigir la propuesta de alguna clase de
sncRNAs como biomarcadores de diagnéstico y sea utilizado en hospitales perinatales, de igual
manera, integrar la informacion de la genética paterna para que sea considerado durante el
analisis.

13. Conclusiones

El utilizar muestras bioldgicas como medios de diagndstico en el area clinica implica proceder a
metodologias realmente estrictas durante su recoleccion y procesamiento para que puedan ser
usadas en laboratorios de diagndstico gendmico. La evidencia mostrada en este trabajo nos
permite establecer que, ademas de los miRNAs estudiados con anterioridad, existe una
abundanciarelativa de otros sncRNAs que podrian participar en el desarrollo del embarazo. Las
clases con mayor relevancia durante el embarazo fueron los miRNAs, misc_RNAs y los no
anotados. La variabilidad en las abundancias relativas en condicién de embarazo y por trimestre
de embarazo las propone a emplear como un biomarcador de diagnostico no invasivo de
embarazo y de seguimiento durante el desarrollo. No obstante, aun falta ampliar los sujetos de
estudios de origen mexicano para presentar una lista mejor caracterizada de los sncRNAs

circulantes. Los no anotados es la clase propuesta en investigar con mayor detalle.
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RNA-seq es una técnica que puede ser utilizada para el diagndstico clinico la cual aporta

informacién sobre los procesos bioldgicos implicados en el desarrollo del embarazo. Se puede

realizar un analisis en transcriptémica con concentraciones de RNA aceptables para el detector

del secuenciador partiendo de muestras clinicas.
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