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Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar sila a-feto proteina equina (eqAFP)y
los miRNAs-21 y -374 pueden ser referidos como marcadores diagndsticos de
placentitis en yeguas. La placentitis es la principal patologia placentaria inducida por
infeccién y/o dafo tisular. Su origen multifactorial implica una red compleja de
moléculas mediadoras pro y anti-inflamatorias, que incluyen a los microRNAs
(miRNAs). Los miRNAs son pequerios RNAs no codificantes que regulan vias de
senalizacion para controlar, prevenir o aumentar las respuestas inflamatorias. El miR-
21 se ha estudiado en la mayoria de los tejidos, donde modula la expresion de
citocinas como IL-1B, TNFa, IL-6 e IL-10 con el fin de regular la respuesta inflamatoria.
El miR-374 se ha estudiado en procesos inflamatorios en los que se ha identificado
como regulador de IL17A, CCL2, STEAP2 y EN1. Recientemente se han descrito
funciones adicionales para ambos miRNAs en enfermedades cardiovasculares,
inmunologicas y del desarrollo en humanos, asi como en condiciones que cursan con
hipoxia. Sin embargo, se desconoce si estos miRNAs estan involucrados en la
placentitis. Porotra parte, un marcador comun de patologias gestacionales en mujeres
es la a-feto proteina, la cual ha sido poco estudiada en gestaciones equinas. En el
presente trabajo se utilizaron yeguas Pura Sangre Ingles, multiparas, de 6 a 18 afios
de edad. La edad gestacional se determin6 utilizando el dia de la ovulacion como dia
0. Se recolectaron muestras de sangre a los 8 y 10 meses de gestacion para medir
por ELISA la concentracion de eqAFP y por PCR en tiempo real (QPCR) la expresién
de los miRNAs. Inmediatamente después del parto se recolectaron muestras de la
membrana corioalantoidea. Los casos se clasificaron como normales o positivos a
placentitis segun la evaluacidon microscopica y macroscopica de las placentas, el
seguimiento de la gestacidn y el parto. La expresion de los miRNAs en tejido también
se midié mediante gPCR. Los resultados permiten concluir que 1) Los niveles de la
egAFP aumentaron de forma significativa por lo menos 60 dias antes de que se

muestren signos de placentitis (P<0.05). 2) El miRNA-374 se regulé significativamente



hacia abajo en la membrana corioalantoidea de muestras positivas para placentitis en
comparacion con tejido sano (P<0.05). 3) Ambos miRNAs estaban presentes en
sangre, sin embargo, no hubo diferencias significativas entre yeguas sanas y yeguas

positivas a placentitis.

Se concluye que una alta concentracién de alfa-fetoproteina y la regulacion a la baja
de miR-374 pueden ser biomarcadores importantes del establecimiento de un
proceso de placentitis en yeguas que afecte la viabilidad de los potros. Sin embargo,
es necesario un analisis puntual del comportamiento de ambos marcadores durante

la gestacion para comprender completamente su papel durante la placentitis.

Palabras clave: miRNA, o-feto proteina, qPCR, membrana corioalantoidea,
placentitis.
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1.INTRODUCCION

La placentitis es la principal patologia placentaria en yeguas, causando del 9.8 al
33.5% de los abortos, muertes fetales y neonatales, asi como pérdidas econémicas a
la produccion equina.(Carrick, 2010; Coutinho da Silva, Canisso, MacPherson,
Johnson, & Divers, 2013; Cummins, Carrington, Fitzpatrick, & Duggan, 2008; Lyle,
2014). En México se reporta una incidencia de entre 5y 10%. Esta condicién es
causada principalmente por infecciones bacterianas, incluyendo a Streptococcus equi
sub. Zooepidemicus (53%), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona
aeruginosa, Leptospira spp., y Nocardiformes (Crossiella equi, Amycolatopsis spp.)
(Hong et al,, 1993; Lyle, 2014).Las yeguas con placentitis desarrollan en forma
prematura la ubre ( antes de los 10 meses de gestacion), tienen descargas vaginales,
y son propensas a sufrir aborto recurrente y parto prolongado, con el nacimiento sin

vida del neonato.

A pesar de la alta prevalencia y severidad de la placentitis, su diagnodstico es limitado.
La prueba mas comunmente utilizada es la medicién del grosor combinado utero-
placentario (CGUTP), sin embargo, la sensibilidad y especificidad de la técnica se
reducen a la evaluacion del area cervical (Morris et al., 2007). También se han descrito
los niveles de relaxina y de metabolitos placentarios de hormonas esteroides, que han
demostrado ser Utiles para la deteccion de yeguas con gestacion de alto riesgo (Ryan
etal., 2009). Sin embargo, la falta de un ensayo sensible y disponible comercialmente
para su uso en equinos limita su utilidad (Morris et al., 2007; Ousey, Houghton,
Grainger, Rossdale, & Fowden, 2005; Shikichi et al., 2017).

Los microRNA (miRNAs) son moléculas pequefias de RNA que recientemente han
cobrado importancia como reguladores clave de los receptores del sistema inmune
tipo Toll (TLRs), que son los encargados de detectar y sefalar la presencia de
patdgenos o dafio tisular para desencadenar una respuesta inflamatoria. Ademas, los
miRNAs regulan la diferenciacién y activacién de moléculas mediadores pro y anti-
inflamatorias, principalmente en macrofagos, células cebadas, neutréfilos y citocinas
(Kim, Han, & Siomi, 2009; Luke A. O’Neill, Sheedy, & McCoy, 2011; Tahamtan,



Teymoori-Rad, Nakstad, & Salimi, 2018). En mujeres gestantes se han identificado
mMiRNAs que se expresan diferencialmente durante complicaciones relacionadas con
el embarazo; entre los que se encuentran el miR-21 y el miR-374. Entre las
condiciones mas importantes que se han relacionado con la expresion de estos
miRNAs se puede mencionar la corioamnionitis, la pérdida recurrente del embarazo,
la restriccion del crecimiento intrauterino, la asfixia perinatal y la encefalopatia
hipoxica-isquémica (HIE), lo que indicaria su posible papel en la patogénesis de estas
condiciones (Cai, Kolluru, & Ahmed, 2017; Kamity, Sharma, & Hanna, 2019; Looney
et al., 2015; Mouillet, Ouyang, Coyne, & Sadovsky, 2015). Sin embargo, se desconoce

si los miRNA 21y 374 estan involucrados en la placentitis.

Por otra parte, la alfa fetoproteina (AFP) es una glicoproteina producida en el saco
vitelino, intestino e higado fetal, que puede ser detectada en la circulacién fetal y
materna (Mizejewski, 2004). Durante el desarrollo embrionario y fetal, la AFP es capaz
de modular, restringir o regular varios estadios diferentes de inflamacién y crecimiento
no deseado durante la histogénesis y organogénesis. Por lo tanto, se ha reportado
como una proteina de fase aguda positiva y negativa, dependiendo del periodo
ontogénico en el que se exprese. En el segundo trimestre del embarazo en mujeres,
la combinacidon de niveles elevados de AFP y de la Molécula de Adhesion Intracelular-
1 (ICAM-1), un marcador conocido de inflamacion aguda, se correlacion6 con el
retraso del crecimiento intrauterino (RCIU), prematuridad, condiciones como
hemorragia fetal-materna, vilitis cronica, isquemia, trombosis de intervellosidades y

corioamnionitis (Mizejewski, 2015).

En 2015, Canisso y Vincze demostraron la presencia de la a-fetoproteina equina
(egAFP) en yeguas con placentitis, en las que se observd un aumento significativo;
refiiendo que esta proteina producida por el feto puede ser detectada en la circulacion
materna y en los fluidos fetales, por lo que podria ser un potencial marcador de

referencia de bienestar en la gestacion.
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A pesar de la probable alteracién de los niveles de miRNAs y a-feto proteina equina
durante la placentitis, muy pocos estudios han analizado su expresion o funcién en
yeguas gestantes (Canisso et al., 2015; Loux et al., 2019; Loux et al., 2017; Vincze et
al.,, 2018). Por lo que el objetivo del presente es evaluar la expresion de los miRNAs-
21 y -374 en placentas normales y con placentitis, asi como evaluar el efecto de la

placentitis en los niveles de estos miRNAs y de alfa-feto proteina equina.

1.1 JUSTIFICACION

Existe la necesidad de comprender mejor la fisiopatologia de los problemas
placentarios que ocurren en el ultimo tercio de la gestacion en yeguas debido a que
en algunos paises llega a haber hasta un 30% de mortalidad fetal y neonatal en la
temporada reproductiva, asi como grandes pérdidas econdmicas por el tratamiento de

potros sépticos y por la baja en su rendimiento deportivo.

Por esta razon, este estudio propone identificar marcadores moleculares de bienestar
fetal y de procesos inflamatorios, que ademas puedan detectarse de manera poco
invasiva y temprana para contribuir a la identificacion de gestaciones en riesgo e

implementar terapias preventivas de la muerte fetal o neonatal.

1.2 HIPOTESIS

La placentitis se asocia con alteraciones en la concentraciéon de eqAFP, y expresion
de los miRNAs-21 y -374 en la sangre materna durante el ultimo tercio de la gestacion
equina, asi como con alteraciones en la expresion de miRNA-21y 374 en las placentas
al parto. Este tipo de alteraciones podran ser usadas como marcadores para evaluar
el riesgo durante la gestacion equina o complementar diagndsticos clinicos de

patologias placentarias.

1.3 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las posibles relaciones entre la presencia de placentitis durante la gestacion

y las concentraciones de eqAFP, miRNA-21 y miRNA-374 en sangre materna, asi
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como en relacion a la expresion de miRNA-21 y miRNA-374 en la placenta recién
expulsada al parto. Adicionalmente, evaluar si existe relacion entre estas variables y

la viabilidad del potro neonato.

1.4 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Identificar gestaciones en riesgo en una poblacion de yeguas con historia

reproductiva conocida.

b) Determinar en suero, la concentracion de eqAFP de las yeguas con signos de

placentitis y yeguas con gestaciones normales.

c) Determinar en plasma y placenta, la expresion de los miRNAs-21,-374, en yeguas

gestantes con signos de placentitis y yeguas que presenten gestaciones normales.

d) Evaluar la posible relacién entre las variables descritas en los incisos anteriores y

la viabilidad de los potros las primeras 24hrs de nacidos.

2. REVISION DE LITERATURA
2.1 GESTACION EQUINA

La gestacién en las yeguas tiene una duracion promedio de 335 +15 dias. Durante el
primer tercio las estructuras encargadas de mantener el bienestar del feto son los
cuerpos luteos (CL’s) y las copas endometriales, que ayudan a la manutencion de

concentraciones elevadas de progesterona (P4).(Boeta, 2018).

Las copas endometriales son estructuras especializadas de origen embrionario que
se forman a partir de células coridnicas que invaden el endometrio materno. Sufuncion
consiste en secretar la gonadotropina corionica equina (eCG), hormona que
contribuye a la owvulacion o luteinizacion de los foliculos que se desarrollan después
de los 35 dias de gestacion, favoreciendo la formacién de CL’s suplementarios para
mantener la secrecion de P4 hasta los 120 a 150 dias de gestacion.(Antczak, de

Mestre, Wilsher, & Allen, 2013). A partir de ese momento la placenta es capaz de
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producir suficientes metabolitos de P4y pregnenolona (Ps) para el mantenimiento de

la gestacién y el desarrollo fetal hasta el dia de parto.(Boeta, 2018; Ousey et al., 2005).

2.1.1 PLACENTA

La placenta es el 6rgano multifuncional que sirve como intermediario entre la madre y
el feto para el intercambio de nutrientes, gases y desechos. También actua como
barrera fisica contra agentes patdgenos y para evitar el rechazo del feto porel sistema
inmune de la madre (Roa, Smok, & Prieto, 2012). Es ademas un 6rgano endocrino
que, en diferentes especies, sintetiza una amplia variedad de hormonas, incluyendo
hormonas glicoproteicas, como la gonadotropina corionica humana (hCG) y la
gonadotropina coridénica equina (eCG); esteroides como la progesterona (P4),
metabolitos de pregnenolona (Ps) y metabolitos de progesterona (5a-pregnanos);
hormonas proteicas como la relaxina (RLN) y los lactégenos placentarios. En la
placenta también se producen sustancias mediadoras del sistema inmune, como
citocinas, factor de necrosis tumoral (TNFa), interferones (INTy), interleucinas (IL-6,
IL-12), asi como factores de crecimiento (epidermal, de los hepatocitos, parecido a
la insulina tipo Il (IGF-Il). En conjunto, las hormonas producidas en la placenta son
esenciales para el desarrollo embrionario y fetal, asi como para el desarrollo de un

parto normal. (Conley, 2016).

La placenta equina se clasifica como epiteliocorial difusa y microcotiledonaria. Los
microcotiledones se encargan del intercambio histotrofico, hemotréfico y de desechos.
Estas estructuras estan formadas por interdigitaciones de tejido fetal, conocidas como
microvellosidades, que se distribuyen de manera uniforme en la superficie
corioalantoidea. Las microvellosidades se adhieren al tejido endometrial y conforme
avanza la gestacion van aumentando su superficie y profundidad a partir de los 40
dias de la gestacion, llegando a ocupar toda la superficie uterina aproximadamente en
el dia 80 de la gestacion, excepto en las areas donde se desarrollan las copas
endometriales que se distribuyen alrededor del cinturén coriéonico del feto desde su
formacion alrededor del dia 40 hasta su desaparicidon entre el dia 120 y 150 de la

gestacion .
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Las interdigitaciones continian desarrollandose y aumentando sus ramificaciones y
profundidad, formando las estructuras, llamadas microcotiledones, que constituyen las
unidades funcionales de la membrana corioalantoidea (Wilsher, 2005).La placenta
equina es de tipo epitelio-corial, por lo que se conservan intactas las tres capas de
tejido materno (vasos sanguineos, tejido conjuntivo, epitelio endometrial) y las tres de
los tejidos fetales (epitelio coridnico, tejido conjuntivo, vasos sanguineos). Como en
todas las placentas, la sangre materna y la fetal nunca se mezclan, pero hay
transferencia de gases, agua y algunas sustancias de una circulacion a la otra. Las
placentas epitelio-coriales son las mas impermeables, y no permiten intercambio de
sustancias grandes como las inmunoglobulinas y otras proteinas entre la circulacion

materna y la fetal. (Medrano, 2018).

Cada microcotiledon es irrigado por una arteriola en el lado materno y una arteriola en
el lado fetal, para maximizar el intercambio hemotréfico. Ademas, las glandulas
endometriales permanecen funcionales durante toda la gestacion, liberando sus
secreciones exocrinas ricas en proteinas hacia espacios bien definidos entre los
microcotiledones denominados “areolas”. Las células trofoblasticas que recubren las
aberturas de las glandulas se wuelven pseudoestratificadas y parecen estar
especialmente adaptados para absorber el histotrofo secretado por las glandulas
endometriales (Wilsher, 2005)

La integridad y el desarrollo normal de la placenta es vital para el bienestar del feto.
Se ha reportado que el peso del potro estda relacionado con la superficie
corioalantoides y con el peso de la placenta, el cual no debe ser menor al 11% en
relacidon al peso fetal (Morresey, 2005). Al respecto, se han realizado estudios sobre
la proporcion de la superficie coriénica con desarrollo de microcotiledones,
encontrandose que las yeguas primiparas de seis afios 0 menos de edad y las yeguas
viejas de 16 afios o0 mas presentan menos superficie con desarrollo de
microcotiledones que las yeguas multiparas de entre 5y 15 afios de edad (Allen,
Wilsher, Stewart, Ousey, & Fowden, 2002).
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2.2 PATOLOGIAS PLACENTARIAS

2.2.1 PLACENTITIS

La principal causa de placentitis (90% de los casos) en la yegua es una infeccion
ascendente que ingresa al Utero a través del cérvix. Esta es también la causa mas
comun de pérdidas fetales en el ultimo tercio de gestacion. Los patdogenos mas
comunmente aislados de infecciones placentarias son: Streptococcus zooepidemicus
y Escherichia coli (Macpherson & Bailey, 2008). Muchas yeguas con placentitis solo
presentan signos clinicos una vez que la patologia ha avanzado y se encuentra bien
establecida. Muchos casos de placentitis responden al tratamiento, sin embargo, no
siempre es posible un tratamiento efectivo debido a la inhabilidad para diagnosticar la
condicion tempranamente. Tipicamente las yeguas que sufren placentitis son mayores
de 12 afios y tienen una mala conformacién perineal (Macpherson & Bailey,
2008).(Imagen 1.).

Los signos clinicos de placentitis incluyen la descarga vulvar, desarrollo de la glandula
mamaria, lactacion prematura y relajacién cervical. Aquellas yeguas que presentan
signos clinicos en gestaciones avanzadas deben ser sometidas a un examen clinico
completo, que incluya el examen de la glandula mamaria y la evaluacion de la vagina
y el cérvix mediante un vaginoscopio. También debe realizarse una ultrasonografia
transrectal y transabdominal para evaluar el grosor combinado utero-placentario
(GCUP). Adicionalmente se debe evaluar la actividad fetal, la frecuencia cardiaca del
feto, las caracteristicas del fluido fetal y realizar mediciones de la 6rbita fetal (Cummins
et al., 2008).

La vaginoscopia de las yeguas con descarga vaginal purulenta a menudo revela que
el exudado se origina en el cérvix; esto también permite hacer un hisopado de esta
area para determinar el o los agentes etiolégicos presentes, asi como su patrén de
sensibilidad. Entre las pruebas adicionales que pueden realizarse esta medir las
concentraciones de estrégenos y progestinas para evaluar la funcién de la unidad feto
placentaria, y medir los electrolitos en la secrecion de la glandula mamaria para

predecir la cercania al parto (Pasquel & Daba, 2011; Shikichi et al., 2017).
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Una vez que se ha establecido la infeccidon en la placenta, la intensidad de la respuesta
inflamatoria es critica para su desarrollo. Se produce una activacién de la cascada
inflamatoria en la placenta, principalmente a través de macrofagos residentes, con
sintesis de una variedad de citocinas y prostaglandinas. Estos mediadores
inflamatorios afectan el metabolismo fetal, dando como resultado un estrés fetal
significativo, la induccion de un sindrome de respuesta inflamatoria fetal y la
estimulacion de mayor contractilidad del miometrio. La infeccion placentaria puede
controlarse mediante el uso de antibidticos; sin embargo, el feto con frecuencia
permanece gravemente comprometido debido a la respuesta inflamatoria. Por esta
razon es muy importante identificar oportunamente el problema y monitorearlo
adecuadamente para permitir una intervencion temprana en yeguas con gestaciones

de alto riesgo.(Macpherson & Bailey, 2008).

Sin embargo, existen diversas limitantes para realizar un diagnoéstico oportuno y
adecuado de una patologia placentaria, ya que no todas las yeguas presentan signos
clinicos que evidencien un proceso patolégico. La ultrasonografia para evaluar tanto
al feto como el CGUP es una técnica que lleva tiempo y requiere de paciencia,
experiencia y conocimiento de los parametros normales, siendo necesario realizar
repetidas evaluaciones. Por otra parte, no existen kits comerciales disponibles con la
sensibilidad y especificidad adecuadas para determinar las concentraciones de las
progestinas y estrégenos caracteristicos de la gestacion en las yeguas (Coutinho da
Silva et al., 2013; Ousey, 2006).

La placentitis es la principal causa de sepsis y del sindrome de asfixia perinatal (PAS)
en potros neonatos. Representa la mayor causa de morbilidad y mortalidad en el
neonato equino. Otras causas de PAS que pueden contribuir a que los potros
neonatos no sobrevivan incluyen la distocia, la separacion prematura de la placenta y
la cesarea. EI PAS se ha reconocido durante muchos afios en como una afeccion de
los potros neonatos, con una incidencia estimada del 2%. A esta condicién también
se le conoce con otros nombres, entre los que se incluyen: Encefalopatia hipdxica-
isquémica (HIE), encefalopatia neonatal, sindrome de inadaptacién neonatal y

sindrome multisistémico neonatal. EI PAS puede afectar también a 6rganos que no
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forman parte del sistema nervioso, lo que da como resultado alteraciones de la funcion
cardiopulmonar, endocrina, gastrointestinal y renal, asi como alteraciones del

comportamiento.(Gold, Chaffin, Burgess, & Morley, 2016).

Placentitis
tisular, de origen multifactorial que implica una red compleja de

Consecuencias 9.8-33.5% moléculas mediadoras pro y anti-inflamatorias. ’ Factores De Riesgo

Principal patologia placentaria inducida por infeccién y/o dafio

Aborto Cugmo { Mala conformacién perineal
Placenta previa Yeguas multiparas

Retencién placentaria Historia de problemas en el 3er
Neonatos muertos, tercio y parto.

sépticos e inmaduros \
, Latios Vias De Entrada

Retardo en el crecimiento
Ascendente 90%
Vejiga Hematdgena

infrauterino
Infecciones Bacterianas

Desarrollo prematuro de la ubre
Lactacién prematura

Secrecidn vaginal
Lesiones macro y micro de la
placenta al parto

S. equi sub. zooepidemicus 53%
Paved wtering i pamaria Escherichia coli
Corioalantoides Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas spp.
Diagnéstico
Medicidn en conjunto del grosor (tero placentario (CGUTP)

Determinacién hormonal de hormonas esteroides y
peptidicas

Cultivo de secreciones vaginales

Evaluacién de placenta al parto

Imagen 1. Adaptado de “Equine pregnhancy: physical interaction between the uterus and
conceptus. Ghinter,1998”. Fisiopatologia de la placentitis. La placentitis en las yeguas es causada
comunmente por bacterias oportunistas que ingresan a través de la vagina. La infeccidon bacteriana
prolifera a lo largo de la membrana coricalantoidea después de penetrar a través del cénix,
desencadenando principalmente un proceso inflamatorio que resulta en la produccion de
prostaglandinas (PgF2a y PEZ2), hormonas que estimulan la separacion entre el corion y la pared
uterina, asi también un aumento de la contractibilidad del miometrio, lo que resulta en un parto
prematuro. Adicionalmente, la placentitis puede afectar al feto a traveés del corddn umbilical, lo que
resulta en neonatos sépticos, inmaduros o con retardo del crecimiento intrauterino. (Canisso Igor, Barry
A. Ball, Erdal Erol, Edward L. Squires, & Mats H.T. Troedsson, 2015; Macpherson & Bailey, 2008).

2.2.2 INFLAMACION

La inflamacion es una respuesta adaptativa que se desencadena por estimulos y
condiciones nocivas, como infecciones y lesiones. Generalmente se piensa que una
respuesta inflamatoria controlada es beneficiosa, ya que aporta el reconocimiento,
proteccion y resolucion contra la causa del dafio al tejido, pero una respuesta excesiva

puede resultar perjudicial (Medzhitov, 2008). La respuesta inflamatoria de los vasos

sanguineos Y las células endoteliales que los delimitan, desencadena una complicada
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cascada bioldgica y fisiopatologica durante el desarrollo de diversas enfermedades.
Estarespuesta puede ser aguda, principalmente cuando hay lesion fisica de los tejidos
debido a la presencia de infecciones causadas por bacterias, virus o parasitos, y
cronica, que se relaciona principalmente con enfermedades degenerativas,
autoinmunes y cancer. Los factores pro y anti-inflamatorios afectan el desarrollo y la
progresion de la enfermedad (Parslow, Stites, Terr, & Imboden, 2002). Aunque la
inflamacion y la infeccion a menudo estan correlacionadas, son eventos separados,
de tal forma que la inflamacién puede ocurrir en condiciones en las que no hay
infeccidn. Los principales signos de inflamacion son dolor, enrojecimiento, hinchazén,

calor y pérdida de funcion y movilidad (Medzhitov, 2008).

Los cambios que tienen lugar en los vasos sanguineos inflamados son esenciales
para la atraccion de células del sistema inmune hacia el tejido agredido. Este proceso
se ha descrito detalladamente en infecciones bacterianas, en las que receptores
celulares de tipo Toll (TLRs), detectan y sefalan la presencia de patégenos o de dafio
tisular para desencadenar una respuesta inflamatoria. El reconocimiento inicial del
agente patégeno esta mediado por macréfagos y células cebadas residentes
(Medzhitov, 2008; Parslow et al., 2002). Los macrofagos se activan por el contacto
directo de receptores en su superficie con ciertos microorganismos o particulas
inertes, con el lipopolisacarido bacteriano (LPS) o con productos de desecho tisular
del huésped. Entre otros, los macréfagos expresan un receptor de manosa especffico
para LPS llamado CD14. Sin embargo, el complejo LPS/CD14 no es capaz de enviar

por si solo la sefal de reconocimiento del patdgeno.

Recientemente se ha descrito que los receptores tipo Toll son relevantes en la
activacion de los macrofagos. En humanos se conocen al menos 10 TLR diferentes,
entre los cuales se encuentra el TLR-4, que se expresa de manera selectiva en
macréfagos y sirve como un comparfero de transduccion de sefial de CD14. El
complejo LPS/CD14 primero debe unirse con un dominio extracelular de TLR-4, cuyo
dominio citoplasmico posteriormente trasmite las sefales que activan al macréfago.

La importancia de esta sefalizacidon se evidencia mediante el dato de que ratones que

18



congénitamente carecen de TLR-4 muestran una mayor susceptibilidad a padecer
infecciones fatales causadas por microorganismos Gram (-) (Luke A. O’'Neill et al,,
2011; Parslow et al., 2002).

Durante la inflamacion, los cambios en el diametro y permeabilidad de los vasos
sanguineos locales y en las moléculas de superficie expresadas por las células
endoteliales, llevan a la produccion de una variedad de mediadores inflamatorios que
incluyen quimiocinas, citocinas, aminas vasoactivas, eicosanoides y productos de
cascadas proteoliticas. El efecto principal e inmediato de estos mediadores es la
produccién de un exudado inflamatorio local. En este proceso, algunas proteinas
plasmaticas y leucocitos (principalmente neutrofilos) que normalmente estan
restringidos a los vasos sanguineos, ahora tienen acceso, a través de la pared de los
capilares, a los tejidos extravasculares en el sitio de infeccién o lesién (Medzhitov,
2008). Esta permeabilidad de la superficie endotelial es mediada por selectinas,
integrinas y receptores de quimiocinas en los leucocitos, lo que resulta en acumulacion
de exudado en los espacios extravasculares. Cuando los neutrofilos alcanzan el sitio
del tejido afectado se activan, ya sea por contacto directo con los patégenos o por las

acciones de las citocinas secretadas por las células residentes en los tejidos afectados
(Imagen 2).

Una vez activados, los neutrdfilos liberan el contenido téxico de sus granulos, que
incluye especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrdgeno,
proteinasa 3, catepsina G y elastasa. Estos efectores altamente potentes no
discriminan entre objetivos microbianos y del huésped, por lo que el dafo colateral a

los tejidos del huésped es inevitable.

Una respuesta inflamatoria aguda exitosa resulta en la eliminacion de los agentes
infecciosos, seguida por una fase de resolucion y reparacion de los tejidos dafiados
mediada principalmente por macréfagos reclutados por los tejidos. El cambio en la
produccién de mediadores lipidicos, de prostaglandinas pro inflamatorias a lipoxinas,
es crucial para la transicion de la inflamacion a la resolucién. Las lipoxinas inhiben el

reclutamiento de neutrofilos y promueven el reclutamiento de monocitos, que eliminan
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a las células muertas e inician la remodelacion de los tejidos. Las resolvinas y las
protecninas, que constituyen otra clase de mediadores lipidicos, asi como el factor de
crecimiento transformante B y los factores de crecimiento producidos por los
macréfagos, también tienen un papel crucial en la resolucion de la inflamacién,

incluido el inicio de la reparacion del tejido.

Si el proceso inflamatorio agudo persiste, el infiltrado de neutréfilos se reemplaza con
macréfagos en el sitio del dafio, casi siempre acompafiados por linfocitos, lo que lleva
a un patrén de inflamacién crénica que puede ser el resultado de otras causas de dafo
tisular, como las respuestas autoinmunes (debido a la persistencia de antigenos

propios) o la presencia de cuerpos extrafios no degradables.

Trasudado Exudado

Agregacion  Neutréfilos Linfocitos

plaquetaria Macréfagos
- & :
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Imagen 2. Eventos vasculares y celularesinvolucrados en el proceso inflamatorio. Adaptado
de “https://es.slideshare.net/DraMarusal/inflamacin-23957041”.
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3. Biomarcadores

Uno de los mayores retos de la medicina actual es intentar predecir o estimar el riesgo
de sufrir un evento patolégico en un paciente sano, o realizar un diagnéstico preciso
en un paciente en el que se presenta actualmente la enfermedad. De ahi el interés
creciente en el papel de los biomarcadores diagnosticos y prondsticos que puedan ser

identificados en sangre (Torres Courchoud & Perez Calvo, 2016).

En 1998, el Grupo de Trabajo de Definiciones de Biomarcadores de los Institutos
Nacionales de la Salud defini6 como biomarcador a "una caracteristica que se mide y
evalla objetivamente como un indicador de procesos bioldégicos normales, procesos
patoldgicos o respuestas farmacolégicas a una intervencion terapéutica”. Asitambién,
el Programa Internacional sobre Seguridad Quimica, dirigido por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en coordinacién con las Naciones Unidas y la Organizacion
Internacional del Trabajo, ha definido como biomarcador a "cualquier sustancia,
estructura o proceso que puede medirse en el cuerpo o0 sus productos e influir o

predecir la incidencia de resultados o enfermedades (Strimbu & Tavel, 2010).

Existen diferentes tipos de biomarcadores: diagnésticos, prondsticos, o terapéuticos.
El biomarcador ideal debe ser especifico, sensible, predictivo, rapido, econémico,
estable in vivo e in vitro, no invasivo, y debe tener suficiente relevancia preclinica y
clinica como para modificar las decisiones relativas al proceso patolégico en que se

aplica (Torres Courchoud & Perez Calvo, 2016).

3.1 Alfa-fetoproteina (AFP)

La AFP es una glicoproteina que forma parte de la familia albuminoide, junto con la
proteina de uniéon a la vitamina D, la alfa-albumina y la afamina. Tiene un peso
molecular de 68-70 kDa y esta formada por una sola cadena polipeptidica de 590
residuos de aminoacidos, con 3 a 5% de carbohidratos. Esta glicoproteina se puede
encontrar en la circulacion fetal y materna durante la gestacion (Mizejewski, 2004).
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Durante el desarrollo de la gestacion es expresada y sintetizada secuencialmente por

las células del saco vitelino, el higado fetal y el tracto gastrointestinal del feto.

La AFP ha atraido durante mucho tiempo el interés de los investigadores por su papel
secundario en la embriogénesis, tumorogénesis, regeneraciéon de tejidos y la
respuesta inmune (Potapovich et al., 2009). La AFP juega un papel determinante en
la diferenciacion sexual del hipotalamo debido a su alta afinidad por los estrogenos,
pero no por la testosterona. Los fetos de sexo femenino producen estrégenos que son
secuestrados por la AFP, lo que impide su entrada a las neuronas del SNC. En
cambio, los fetos machos producen testosterona, que no se une a la AFP, lo que
permite su libre entrada a las neuronas, donde se aromatiza a estrégenos que

masculinizan y defeminizan las areas sexualmente dimérficas del SNC (Zarco, 2018).

Después del nacimiento, el gen AFP es silenciado por procesos de metilacion, y
solamente se vuelve a expresar en casos de dafo y regeneracidn hepatica, en
tumores sélidos, como hepatomas y en cancer de células germinales. En el adulto,
solo las células ovaladas hepaticas que rodean los conductos biliares secretan AFP

mientras que sus células parenquimatosas hepaticas secretan poca o ninguna AFP.

Se ha determinado que la vida media de AFP en la circulacion es de 3 a 4 dias en
poblaciones neonatales y pediatricas. A partir de entonces, las AFP "envejecidas" que
aun circulan se eliminan del torrente sanguineo mediante receptores de superficie
celular de asialoglicoproteina presentes en las células de Kupffer hepaticas y se
degradan proteoliticamente en el higado (Mizejewski, 2015). Por no circular o hacerlo
solo en concentraciones basales después de la vida neonatal o infancia temprana, en
el adulto la AFP es considerada como marcador tumoral, ya que aparece en la
circulacion en individuos con determinados tipos de cancer (Mizejewski, 2007),
principalmente, en el hepatocarcinoma, en cancer testicular y en los tumores de
células germinales no seminomatosos, que son poco frecuentes (glandula pineal y

cerebro).

La razén fundamental para el uso de marcadores tumorales es para medir el grado de
éxito de un tratamiento. La vida media de la alfa-fetoproteina es de 5 a 7 dias, lo que

quiere decir que los niveles deben caer a la mitad cada semana, y regresar a niveles
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normales alrededor de un mes después de suprimir la causa de la elevacion. Las
concentraciones hasta ahora reportadas en hombres y mujeres no gestantes sanos
son de 0 a 4ng/ml. En mujeres gestantes se elevan a 10-150ng/ml (semana 15-18 de
la gestacion), disminuyendo sus niveles hacia el final de la gestacién. En cambio, en
adultos con cancer hepatico las concentraciones de AFP son mayores a 200ng/ml.
(Mercado, Morales, & Galindo, 2015; Vincze et al., 2015).

La AFP también se ha reportado como una proteina de fase aguda positiva (APP) y
negativa, este tipo de proteinas sufren alteraciones durante un proceso inflamatorio,
ya que son secretadas por el higado en respuesta a una lesion tisular aguda. Por otra
parte, las células inflamatorias infiltrantes locales (granulocitos) secretan una serie de
citocinas, que incluyen a las interleucinas (IL), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF -
a) y otras proteinas relacionadas. Las APP, pueden cumplir otras funciones. Por
ejemplo, durante una respuesta inmunitaria innata, la proteina C reactiva, la proteina
de unién a manosa y la ferritina ayudan a inhibir el crecimiento y la propagacién de
patogenos. Algunas APP estimulan el proceso de coagulacion, ya que la captura de
patdbgenos en coagulos sanguineos locales también puede servir para limitar los
procesos de infeccion. Ademas, los factores de coagulacion en el sistema
inmunoldgico innato aumentan la permeabilidad vascular en las areas de inflamacién
local y sirven como agentes quimiotacticos para las células fagociticas. (Mizejewski,
2015)

3.1.1 IMPORTANCIA DE AFP EN EL BIENESTAR FETAL

El higado fetal es la principal fuente de AFP después de que el saco vitelino se
degenera. La concentracién inicial de esta proteina en el suero del feto humano es de
1-10 mg/ml, y durante el segundo trimestre del embarazo es en promedio de 30 mg/ml.
Esta proteina tiene afinidad por el oxigeno y juega un papel importante en su
transporte, complementando la funcién de la hemoglobina fetal. Durante las semanas
14 y 16 del embarazo humano, la AFP puede ser localizada en el liquido amniotico en
concentraciones de entre 7 y 20 ug/ml. Después del nacimiento la sintesis de AFP
declina gradualmente y desaparece de la circulacion entre 6 y 12 meses después del

nacimiento, cuando se inicia una mayor sintesis de albumina sérica (Mercado et al,,
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2015). La AFP ha sido identificada en bovinos, cerdos, roedores y caballos, sin
embargo, su papel biolégico en mamiferos domésticos aun es controvertido y no se
han descrito sus niveles durante la gestacion con tanto detalle cémo se ha hecho en
humanos (Vincze et al., 2015).En mujeres, la medicion de AFP ha demostrado ser de
utilidad como prueba complementaria, en conjunto conla determinacién de niveles de
hCG y estrogenos, sirviendo como indicador de factores de riesgo en el diagndstico
de problemas del tubo neural, como espina bifida, aneuploidias como Sindrome de
Down y trastornos hematolégicos que involucran a la placenta (Mizejewski, 2007). En
algunas patologias especificas de la gestacion humana, como la insuficiencia
placentaria y la restriccion del crecimiento intrauterino, se ha identificado un aumento
en la concentracion de AFP en la circulacion materna, que esta asociado con
sangrados feto- maternos por la separacién del corion de la decidua placentaria (por
lesion inflamatoria), vilitis crénica, o lesiones vasculares placentarias a término, tales
como trombosis o infartos. Ademas, su incremento en la circulaciéon materna también
se ha asociado con la presencia de lesiones en la vasculatura uterina que
comprometen el suministro de sangre a la circulacion placentaria, lo que conduce a

dafio crénico de las vellosidades. (Mizejewski, 2015).

3.1.2 ALFA-FETOPROTEINA EQUINA (eqAFP)

En el equino gestante es posible determinar las concentraciones de eqAFP en la
circulacion materna. Sorensen et al. (1990) desarrollaron un enzimoinmunoensayo
especifico para eqAFP con el que identificaron valores de referencia para gestaciones
normales en diferentes etapas de la gestacion. Adicionalmente, realizaron
determinaciones de las concentraciones de egAFP en yeguas con gestaciones
gemelares, yeguas que sufrieron pérdidas embrionarias y abortos, asi como en
yeguas con placentitis, y compararon sus valores con los de gestaciones normales de
edades gestacionales comparables. Los resultados de las gestaciones anormales no
fueron reportados en unidades internacional, sino como una “relacion de desviacion
estandar”, que determina la desviacion en las concentraciones presentes en el caso a
evaluar con respecto a la media de las yeguas normales con la misma edad

gestacional. Encontraron que tanto las yeguas con gestaciones gemelares como las
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yeguas con placentitis y aquellas que posteriormente sufrieron pérdida embrionaria
tuvieron concentraciones significativamente mas altas que aquellas con gestaciones

normales en la misma etapa de la gestacion.

En 2015 Canisso et al. demostraron que la egAFP podia identificarse tanto en fluidos
fetales como en la circulacion materna, y que las concentraciones de AFP se
mantuvieron elevadas en yeguas que desarrollaron placentitis inducida
experimentalmente con S. zooepidemicus entre los 260 y 280 dias de gestacion. La
presencia de AFP en fluidos fetales fue identificada, mediante técnicas de
electroforesis y Western Blot, como una banda de 68KDa. La concentracion de la
eqAFP en la circulacién materna se determiné por quimioluminiscencia, observando
un aumento 7 dias antes de que ocurriera el aborto (en promedio abortaron a los 9 +
1.4 dias post-inoculacién). En ese trabajo concluyeron que en la placentitis
experimental las concentraciones circulantes de AFP se elevaron cuando la
enfermedad estaba muy avanzada, por lo que su uso como marcador temprano de
placentitis resulta limitado en casos de placentitis aguda y severa, pero podria tener
utilidad clinica después del establecimiento de un proceso de placentitis subaguda o

cronica.

Canisso et al, (2015) y como Vincze et al., (2015) encontraron concentraciones de
AFP de 0.4 a 0.6 ng/ml en sangre materna de yeguas con gestaciones normales
avanzadas, mientras que en yeguas con placentitis inducida de forma experimental
que abortaron las concentraciones variaron entre 0.6 y 1.5 ng/ml. Vincze y col. en
2018, reportaron que, en yeguas con gestaciones normales, las concentraciones de
AFP aumentaron durante el ultimo mes de gestacidén y disminuyeron durante los
ultimos 10 dias anteriores al parto tanto en sangre materna como en la sangre fetal,

el cordon umbilical y los fluidos fetales, como ocurre en mujeres.
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3.2 ACIDOS NUCLEICOS

Existen dos tipos de acidos nucleicos, el acido desoxirribonucleico (DNA)y el acido
ribonucleico (RNA). Ambos se encuentran en organismos procariotas y eucariotas.
Los virus contienen sélo DNA o s6lo RNA. Los acidos nucleicos actuan como
portadores de la informacion genética y tienen un papel clave en diversos procesos

biolégicos dentro de las células.(Szabat & Kierzek, 2017).

3.2.1 ACIDO RIBONUCLEICO (RNA)

El RNA es material genético monocatenario o bicatenario involucrado en la
regulacion de la expresion génica y en la sintesis de proteinas. EI RNA
mensajero (MRNA) es el acido ribonucleico monocatenario que transfiere el cédigo
genético desde el DNA del nucleo celular a un ribosoma en el citoplasma, donde es
traducido para sintetizar una proteina. Es decir, en el mMARN esta codificado el orden
en que se uniran los aminoacidos durante la sintesis de una proteina (Thieman &
Palladino, 2010).

Los RNAs no codificantes (que no se traduce en proteinas) forman del 95 al 98%
del RNA total presente en una célula. Este tipo de RNA se pueden clasificar de
acuerdo con su longitud, localizacion y funcion, como RNAs no codificantes
pequefios (NcRNAs), RNAs no codificantes largos (IncRNAs), microRNAs
(miRNAs), pequefios RNAs interferentes (siRNAs), y RNAs que interactian con
PIWI (piRNAs); maduracion de RNA, como pequefios RNA nucleolares (snoRNAs)
y pequefios RNA nucleares (snRNA); y RNAs involucrados en la sintesis de
proteinas, como el RNA ribosomal (RNAr) y el RNA de transferencia (RNAt). (Cai et
al., 2017). Todos ellos tienen en comun que sus funciones estan relacionadas,
directa o indirectamente, con la expresion génica; la maduracion postranscripcional

y la traduccién del mRNA (Acuna, Floeter-Winter, & Muxel, 2020) (Imagen 3).
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Imagen 3. Adaptado de Introduccién a la biotecnologia (Thieman & Palladino, 2010). Acidos
nucleicos. El DNA contiene toda la informacion genética de los seres vivos. Para que pueda
transmitirse esta informacion, primero se transcribe desde la molécula de DNA a una molécula de
RNA mensajero (MRNA). Posteriormente el mMRNA es leido por los ribosomas, que sintetizan
polipéptidos con las secuencias de aminoacidos especificados en el mRNA. Otras formas de RNA
también participan en la sintesis de proteinas, como el RNA ribosémico (RNAr) y el RNA de
transferencia (RNAt). Mediante latraduccién y através de las proteinas es como los genes controlan
las propiedades o rasgos metabdlicos vy fisicos de un organismo (Thieman & Palladino, 2010).El RNA
restante no participa directamente en la sintesis de proteinas, pero los RNA no codificantes forman
una gran familia encargada de regular la expresion génica. (Cai et al., 2017).

3.2.2 microRNAs (miRNAs)

Son moléculas pequenas de RNA no codificante formadas por secuencias de 21 a
25 nucledtidos. Estas moléculas son monocatenarias en su forma madura y
bicatenarias en su forma precursora (Thieman & Palladino, 2010) y son
parcialmente complementarias a una o mas moléculas de mRNA. Su funcion
principal es regular la expresion génica a través del bloqueo de la traduccion de un

MRNA, su escision y su deadenilacion. (Ahn, Kwak, Lee, & Lee, 2018) (Imagen 4).

Los miRNAs se producen en todo el organismo. Cada tejido tiende a tener un perfil
de expresion especffico y muchos de estos miRNAs son secretados hacia la
circulacion, donde se pueden encontrar libres o contenidos dentro de microvesiculas
y exosomas. Los miRNAs circulantes pueden ser biomarcadores valiosos para el
diagndstico de la presencia o severidad de una enfermedad, lo que permitiria

minimizar las pruebas invasivas. (Loux et al., 2017).
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Se estima que uno solo miRNA puede regular alrededor de 200 diferentes mRNAs,
los que pueden funcionar en diferentes vias de la célula: Por otra parte, un mismo

MRNA puede ser regulado por multiples miRNAs. (Pabon-Martinez, 2011).

Los primeros miRNA que se descubrieron, denominados como lin-4 y let-7, regulan
genes que controlan el momento de la diferenciacion celular y la proliferacion
durante el desarrollo del gusano Caenorhabditis elegans. Sin embargo, la
observacion de que let-7 esta conservado en multiples organismos sugirié que los
miRNA tienen un papel biologico mas amplio (Hollis & Starkey, 2018). Las funciones
biologicas de los miRNAs no estan restringidas a las células dentro de las que se

sintetizan, ya que pueden mediar diversos tipos de sefalizacion de célula a célula.

En mamiferos, los miRNAs se encuentran en altas concentraciones en varios
fluidos, como la sangre, la saliva y la orina, donde pueden estar asociados a
proteinas de union a RNA "protectoras", o estar encapsulados (unidos a la
membrana) en vesiculas extracelulares que son liberado por las células (Kamity et
al., 2019). Dado su papel fundamental en la coordinacion de eventos bioldgicos
clave, la expresion aberrante de miRNAs se asocia con multiples enfermedades. El
papel preciso desempefado por los miRNAs en la patogenia es probable que

dependa de la enfermedad (Pabodn-Martinez, 2011).

La evaluacion de los cambios en la expresion de los miRNAs bajo diferentes
condiciones fisiologicas es una forma comun de estudiar la dinamica de estas
moléculas. La Reaccion en Cadena de Polimerasa Cuantitativa en Tiempo Real
(RT-gPCR) se utiliza ampliamente para evaluar los cambios en la expresion de los
miRNAs. La precision de este método es facilmente influenciada por la cantidad
inicial de miRNAs, la calidad del cDNA, la integridad del RNA vy la eficiencia del PCR.
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Imagen 4. Reproducido de “Anti-inflammatory microRNAs and their potential for inflammatory
disease treatment”. Tahamtan et al., (2018). Biogénesis de los miRNAs. Los miRNAs se
transcriben en el nucleo a partir de genes miRNA mediante la RNA polimerasa Il o lll, formando una
molécula llamada pri-miRNA (1500nt). Cuando la célula reconoce esta estructura se procesa por un
complejo de proteinas que contienen a la ribonucleasa Drosha y a la proteina de unién a una doble
cadena de RNA (DGCRS8) para formar la molécula precursora pre-miRNA (70-80nt). Los pre-miRNAs
se exportan al citoplasma mediante la proteina Exportina 5 utilizando el complejo Ran-GTP (proteina
nuclear relacionada con ras). La estructura del pre-miRNA se divide por la RNAsa lll (Dicer) para
formar un RNA maduro de doble cadena (dsRNA) de 19-25 nucledtidos. Finalmente, el dsRNA se
divide en dos RNA de una sola hebra (ssRNA) con la ayuda de una helicasa. Se integran
posteriormente al complejo de silenciamiento (RISC), incluyendo a Dicer, a las proteinas de unién a
RNA en respuesta a la transactivacion (TRBP) y Argonauta 2 (Ago 2). Funcionalmente, el complejo
miRNA-RISC regula a la baja la expresion de los mMRNA blanco, uniéndose a su regién no traducida
(3 UTR), lo que lleva a la inestabilidad del ARNm, lo que reprime la traduccion y promueve su
degradacion. (Cai et al., 2017; Pabdn-Martinez, 2011; Tahamtan et al., 2018).

3.2.3miRNAs Y LA GESTACION

Durante la gestacion se lleva a cabo el desarrollo embrionario y fetal de un individuo.
Cadauna de estas etapas de desarrollo es regulada por la intervencién de mdltiples
procesos biolégicos que involucran una estrecha interaccion entre los tejidos
maternos vy los tejidos del producto, cuyo éxito es esencial para la reproduccion y la
supervivencia de las especies (Boeta, 2018). La pérdidadel equilibrio entre multiples
factores fisiolégicos, tales como la concentracion de oxigeno y la inflamacion,

causan trastornos o complicaciones diversas (Mouillet et al., 2015) (Imagen 5-6).
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La placenta es el tejido de comunicacién feto-materna mas importante. Las
alteraciones en el flujp sanguineo de la placenta conducen a una reduccion en la
disponibilidad de nutrientes para soportar el crecimiento y desarrollo del feto, lo que
deteriora su salud a corto, mediano y largo plazo (Mouillet et al., 2015). Las
consecuencias inmediatas incluyen la pérdida de la gestacion y el aborto. Las
consecuencias a mediano y largo plazo son la restriccion del crecimiento
intrauterino, el bajo peso al nacer y la hipertension. Por ejemplo, la condicién de
hipoxia cronica en la placenta dafa al endotelio de los vasos sanguineos de la
placenta y el feto, conduciendo a disfunciones miocardicas y microvasculares, lo
que puede ser un evento iniciador de la preeclampsia y la restriccion del crecimiento
intrauterino (IUGR). (Wang, Liu, Shao, Wang, & Zhang, 2018).

Patégeno

Inicio del
reconocimiento s % Célula blanco
Microvesiculas
LPS

’i\, ,
~ ) miRNA libre

S

TNFa
CITOPLASMA

Respuesta inflamatoria
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Imagen 5. Adaptado de “MicroRNA-mediated control of inflammation and tolerance
pregnancy”. Kamity et al., (2019). Posible mecanismo inflamatorio mediado por miRNAs en
células del trofoblasto. La presencia de la endotoxina LPS estimula al receptor TLR4 en el
trofoblasto placentario para provocar la respuesta inflamatoria inicial, mientras que también regula la
transcripcion de miRNAs. Los miRNAs pueden ser encontrados en forma libre en el citoplasma o
fuera de las células, o ser empaquetado selectivamente en vesiculas extracelulares o exosomas por
varios mecanismos. Los exosomas se forman intraluminalmente en el sistema endosémico dentro
de cuerpos multivesiculares (MVB), mientras que las microvesiculas son secretadas por la formacion
de vesiculas derivadas de la membrana. En las microvesiculas la célula empaqueta selectivamente
acidos nucleicos (DNA, mRNA, miRNA), proteinas, lipidos y carbohidratos especificos de la célula
de origen y para el objetivo previsto. Las vesiculas y los miRNAs libres son transportados a la célula
diana a través del espacio extracelular.
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Imagen 6. Reproducido de “Anti-inflammatory microRNAs and their potential for inflammatory
disease treatment”. Tahamtan et al., (2018). Biogénesis de los miRNAs. Regulacidn celular
por microRNAs en el proceso inflamatorio. La inflamacion es una respuesta bioldgica y
fisiopatolégica a estimulos nociws; como infecciones y dafio tisular. Los pasos de iniciacion,
propagacion y resolucion de la inflamacion estan sujetos a efectos tanto positivos como negativos .
Muchos de estos ewventos son regulados a travées de miRNAs para lograr una respuesta inmune
optima (flecha werde). La regulacion positiva se activa para iniciar una cascada de eventos
moleculares que conducen a combatir patdgenos microbianos invasores y a reparar con éxito el dafio
tisular. La regulacién negativa solo se activa durante la inflamacién severa y puede ser \ital para
prevenir una inflamacion excesiva y parcialmente peligrosa. La falta de una iniciacién y propagacion
adecuadas que impide la respuesta inmune innata y la falta de una resoluciéon correcta puede
conducir a una afeccioén y enfermedad incontrolada (flecha roja). Asi, las redes moleculares basadas

en miRNAs que regulan la iniciacion, propagacion y resoluciéon de la inflamacidén deben ajustarse
adecuadamente para optimizar la respuesta inmune innata (Tahamtan et al., 2018).

3.2.4 miRNA-21

El miRNA-21 esta involucrado en una gran cantidad de funciones bioldgicas,
incluyendo el desarrollo embrionario, fetal y placentario. También en la regulacién
de procesos inflamatorios y de enfermedades cardiovasculares. EL miRNA-21 es
ampliamente conocido como un “oncomir” (promotor tumoral), que se ha reportado
en varios tipos de cancer (mama, estdmago, pulmén, prostata y cervical),
(Kumarswamy, Volkmann, & Thum, 2011). Enla placenta controla la funcién de las
células trofoblasticas a través de la regulacién de la enzima fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) y la proteina 4 de muerte celular programada

(PDCD4), ambas implicadas en la proliferacion, migracién, invasion y apoptosis
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celular (Tahamtan et al.,, 2018). PTEN tiene un papel esencial en el desarrollo
embrionario e invasién del trofoblasto durante la placentacion (Chaiwangyen et al.,
2015).

Dado que la placenta es relativamente hipdxica cuando se presenta una patologia
placentaria, los miRNAs asociados a condiciones hipoxicas responden a este
desafio. En placentas expuestas al humo de cigarro, los miR-16, miR-21, y miR-146
fueron significativamente regulados a la baja (Cai et al., 2017). En pacientes con
neonatos pequefnos (SGA) se ha informado que el miR-16 y el miR-21 disminuyeron
notablemente, encontrandose una relacion con las alteraciones angiogénicas
placentarias, lo que sugiere un efecto aditivo en SGA (Cai et al., 2017). Por lo tanto,
los cambios en la expresion y en las funciones fundamentales de mir-21 en la
placenta humana insinian que su desregulacion puede estar asociada a patologias

de la gestacion.

3.2.5 miRNA-374

Recientemente se ha identificado que los miembros de la familia del miRNA-374
estdn altamente conservados y que participan en la regulacion de diversas
funciones bioldgicas, incluyendo el desarrollo embrionario, fetal y placentario, asi
como en procesos inflamatorios, enfermedades cardiovasculares, cancer vy
procesos de hipoxia (Bianet al., 2019). Se ha demostrado una importante regulacién
a la baja de la expresién del miR-374 en la circulacion del corddn umbilical en nifios
lactantes con asfixia perinatal y con lesiones por encefalopatia hipoxico-isquémica

(EHI) posterior, sin conocerse aun el mecanismo involucrado (Looney et al., 2015).

En un estudio realizado con células cancerigenas de préstata (PC-3) bajo un
proceso de hipoxia (Sohn, Won, Lee, Lee, & Kim, 2015). EI miRNA-374 fue
significativamente regulado hacia arriba, atenuando los niveles del mRNA de los
genes relacionados con la angiogénesis, tales como las dos subunidades del factor
inducido por la hipoxia (HIF-1 alfa, HIF-2 alfa) y el factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF) en células PC-3 bajo hipoxia.
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En un estudio realizado para identificar miRNA especificos de la gestacion en
yeguas, se tomaron muestras seriadas de sangre completa a los 8, 9 y 10 meses
de la gestacion y en el posparto, asi como de yeguas no gestantes (diestro). En
total, utilizando qPCR se evalué un panel de 178 miRNAs, identificando finalmente
cinco miRNAs de interés. El miR-374b fue regulado diferencialmente a lo largo de
la gestacion tardia, mientras que otros cuatro (miR-454, miR-133b, miR-486-5p y
miR-204b) fueron regulados diferencialmente entre yeguas gestantes y no
gestantes. Mediante programas de prediccién computacionales se encontré que los
procesos regulados por los miRNAs expresados diferencialmente durante la
gestacion estarian involucrados en las vias de sefializacion STAT3, PI3 / AKT,
GnRH, prolactina, insulina y relaxina de importancia en la reproduccién. (Loux et al.,
2017).

El objetivo del presente estudio fue determinar el perfil de expresién de los miRNAs-
21y -374 en placentas equinas obtenidas inmediatamente después del parto, asi
como determinar las concentraciones de dichos miRNAs y de a-feto proteina equina
(egAFP) en sangre materna a los 240 y 320 dias de gestacion, evaluando la
asociacion de cada una de estas variables con la viabilidad del potro neonato en

yeguas con y sin placentitis.

4. MATERIAL Y METODOS

Enla imagen 7, se describe de forma general el disefio del estudio.

4.1 ANIMALES

Se trabajo con 15 yeguas de raza Pura Sangre Ingles, con pesos de 500 a 600 kg,
que se mantuvieron durante la gestacion y el parto en pradera con agua a libre
acceso y con un area de comederos donde se les suplementé con grano dos veces
al dia, asi como heno de alfalfa y avena una vez al dia.

Los partos ocurrieron entre los meses de enero a mayo, tiempo durante el cual se
realizd una supervision constante y se realizd una evaluacién clinica antes, durante
y después del parto tanto en las yeguas como en las crias. Las praderas se riegan

con agua tratada durante los meses de octubre a mayo, por lo que el criadero tiene
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historicamente un problema de patologias placentarias y mortalidad neonatal del 10

a 15% por temporada reproductiva.

4.2 SEGUIMIENTO DE LA GESTACION DE LOS 240 DIAS HASTA EL PARTO

Las yeguas fueron observadas diariamente en las praderas donde se encuentran,
con énfasis en la revision de signos clinicos de placentitis, como el desarrollo
prematuro de la ubre, la presencia de secreciones vaginales, asi como evidencias
de abortos espontaneos o partos prematuros. Una vez al mes se realizd
ultrasonografia transrectal a partir de los 240 y hasta los 320 dias de la gestacion,
para identificar cambios en el grosor de la union utero-placentaria, tomando como
referencia los datos reportados por Renaudin et al., (1997). Para ello se utilizd un

equipo CHISON Eco 2, con transductor lineal de 5-7Mhz.

4.3 TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE Y PLACENTA

MUESTRAS SANGUINEAS

De cada yegua se tomaron dos muestras de sangre en cada uno de los dias 240y
320 de gestacion. Una muestra fue para determinar las concentraciones de alfa feto
proteina (eqAFP). Esa muestra se tom6 con tubo Vacutainer de tapon rojo (sin
aditivo), y una hora después se centrifugo a 3,000rpm durante 20 min para separar
el suero. La segunda muestra fue para determinar los microRNAs (miRNAs), esa
muestra fue obtenida en un tubo Vacutainer adicionado con EDTA. Las muestras
con EDTA se centrifugaron 1 h después de su obtencién a 1,500rpm/10 min para
separar el plasma. En un vial se colocaron 500uL de plasma al que se le adicionaron
500uL de Trizol. Todas las muestras se transportaron a -4°C durante una hora
aproximadamente, hasta llegar al laboratorio, donde las muestras de suero se
almacenaron a -20°C y las de plasma con Trizol a -70°C hasta que se realizaron las

determinaciones de eqAFP o la extraccion de RNA respectivamente.
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MUESTRAS DE PLACENTA
4.4 HISTOPATOLOGIA DE LA PLACENTA

El monitoreo del parto de cada yegua se llevd a cabo varias veces al dia desde 20
dias antes de la fecha probable de parto, tomando como dia 0 el momento de la
ovulacién. Las yeguas parieron en praderas, por lo que se revisaron por lo menos 5
veces durante el dia, y por la noche se hicieron guardias que cambiaban cada 3
horas.

Cuando se identificaba alguna yegua con signos de parto inminente se realizé un
seguimiento mas estrecho. Una vez identificada la ruptura de la membrana
corioalantoidea se espero la expulsiéon completa del potro y en caso necesario se
asistio el parto.

Al ser expulsada la placenta se tomd con guantes para colocarla en forma de “F” y
se revisd que estuviera completa. Se hizo una evaluacién macroscoépica del estado
de la placenta y se anotd su peso y coloracién, ademas de hacerse una descripcion
de lesiones evidentes, la determinacion de zonas con atrofia de vellosidades vy la
identificacion de la presencia de secreciones. Posteriormente se tomaron muestras
para histopatologia, para lo que se obtuvieron secciones de 2 x 2 cm de tejido
corioalantoideo sano y de areas lesionadas de todas las placentas. Las muestras
se fijaron con formalina acuosa al 10% hasta su procesamiento. La tincion que se
usd para la evaluaciéon fue Hematoxilina-eosina (H.E). (Hong et al., 1993, Pazinato
et al.2016)

La toma de muestras corioalantoideas para la determinacién de la expresion de
miRNAs se llevd a cabo de la misma manera que para la histopatologia, solo que
dichas las muestras destinadas a este fin se almacenaron con 1ml del TRIzol
Reagent (invitrogen), después de lo cual se transportaron a -4°C aproximadamente

durante una hora para después congelarlas a -70°C hasta su procesamiento.

POBLACION DE ESTUDIO

Con la informacién obtenida de cada individuo, las gestaciones se clasificaron en

dos grupos: 1) grupo control, (n=5) conformado por yeguas clinicamente sanas con
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gestaciones normales y potros sanos, y 2) grupo de yeguas que desarrollaron
placentitis (n=10).La clasificacion de las yeguas con placentitis se realizd por los
signos clinicos que se observaron durante la gestacién, como fueron el aborto, el
desarrollo prematuro de la ubre, la secrecion vaginal purulenta. Las yeguas con
placentitis al momento del parto, presentaron cambios evidentes en la evaluacién
macro e histopatologia de la membrana corioalantoidea, como fueron, congestién
de un grado leve a severo, lesiones localizadas con o sin secrecion, atrofia de
vellosidades, aumento en el grosor, y con un peso mayor al 11% con respecto al
peso del potro, asi también se clasificaron dentro de este grupo a las yeguas que
parieron potros sépticos. El grupo de yeguas con placentitis fue a su vez sub-
clasificado de acuerdo al estado de sus potros: yeguas con potros sanos (n=3),
yeguas con potros sépticos vivos (n=3) y yeguas con potros sépticos muertos (n=4).
Los potros que se clasificaron como sépticos, fueron aquellos que en las primeras
24 horas de vida presentaron alteraciones en su comportamiento normal, como
incomodidad al dormir, dejar de mamar y diarrea. Asi también alteraciones en su
examen fisico general, tomando como rangos normales, la frecuencia cardiaca de
80-110lpm, frecuencia respiratoria 25-30rpm, temperatura 38-39°C, densidad
urinaria 1.010-1.015, mucosas rosas, tiempo de llenado capilar: 1 segundo. Los
potros sépticos muertos fueron aquellos que presentaron las alteraciones antes
descritas durante las primeras 24 horas de nacido, estuvieron en tratamiento y
murieron, asi también dentro de este grupo se clasifico al feto que fue abortado y al
potro que nacid por placenta previa, vivo, pero débil y en su examen fisico general

sus frecuencias disminuidas, por lo que se debid eutanasiar.

4.5 CUANTIFICACION DE eqAFP CON ELISA

La alfa feto proteina equina (eqAFP) se cuantifico utilizando el Kit comercial de
ELISA Equine Alpha-Fetoprotein (MyBioSource, MBS457462, disponible en

www.mybiosource.com). Los reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente

durante una hora antes de comenzar el ensayo de acuerdo con lo sefalado en el

manual de instrucciones. El ensayo tiene una sensibilidad de 0.312 ng/ml, con un
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rango util desde 0.312 ng/ml hasta 20 ng/ml. Se realizé una dilucion del punto mas

bajo de la curva para tener una sensibilidad de 0.15 ng/ml.
4.6 EXPRESION DE LOS miRNAs (qPCR)

El RNA total de cada muestra se extrajo por el método Trizol-cloroformo. Se
trabajaron cuatro muestras por yegua; dos muestras de plasma, una obtenida a los
240 dias y la otra a los 320 dias de gestacion, asi como dos muestras de tejido
placentario, una conlesién y la otra de tejido sano. A partir de 500 uL de plasma se
adicion6 el mismo volumen de TRIzol Reagent (Invitrogen). La mezcla se agitd
vigorosamente durante 15 segundos. Enseguida, a cada muestra se le afadieron
200 pL de cloroformo y la mezcla se agité durante 15 segundos. Al término, las
muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 minutos; la fase acuosa se
transfii6 a un tubo nuevo y se le agregd 1uL de glucégeno, se mezcld
vigorosamente y se agregé un volumen de isopropanol. Posteriormente las
muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 minutos, se decanté el
sobrenadante y al pellet se le agrego 500uL de etanol al 75%, mezclando el tubo
para lavar el pellet. De nuevo se centrifugé a 10,000 rpm durante 10minutos. El
procedimiento se repitié dos veces mas a partir de decantar el sobrenadante. El
ARN precipitado en el fondo del tubo se dejé secar por 20 minutos a 56°C, para

posteriormente hidratarlo con 30 uL de dietilpirocarbonato.

Las muestras de tejido fueron homogenizadas en mortero con ayuda de nitrogeno
liquido, se agregd 500uL de solucién de lisis para ayudar a separar el tejido y se
agrego 1mL del reactivo Trizol (Invitrogen) para la extraccién del ARN total, hecho
lo cual se siguié el mismo procedimiento descrito para las muestras de plasma a

partir de la adiccién de cloroformo.

La sintesis del DNA complementario (CDNA) se realiz6 con iniciadores especificos
(cuadro 1) en ciclos de 72°C/5 minutos, 4°C/5minutos seguido por 42°C/60 minutos,

finalmente a 4°C/10 minutos.
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Cuadro 1. Secuencias especificas de los primers para la reaccion de retro-transcripcion (RT)

eca-miR-21 5°gtcgtatccagtgcagggtccgaggtatticgcactggatacgacicaaca3d’

eca-miR-374 5°gtcgtatccagtgcagggtccgaggtattcgcactggatacgaccactta3”

La reaccion de PCR en tiempo real (QPCR) que se utilizé fue el Super mix PCR 2x
PCR en un solo tubo para qPCR Evagreen (BioTecMol) con los iniciadores
especificos (cuadro 2). Las condiciones de la reaccion; desnaturalizacion a 94°C/5
min., seguido por 45 ciclos, alineacion a 44°C/30 seg., amplificacion 72°C por 30
seg., un ultimo ciclo a 72°C por 5min. Como genes normalizadores para la reaccidn
se ocuparon B-actina (ACTB) y gliceraldehido 3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH),
en la etapa de alineacion de los genes normalizadores se ocupé la temperatura de
56°C.

Cuadro 2. Secuencia especifica de los primers para la reaccion de qPCRy
genes normalizadores ACTB y GAPDH.

eca-miR-21-5p Cggccgtagcttatcagactga 72pb
eca-miR-374-5p cggccgatataatacaacctgce 72pb
Universal tggagcctgggacgtg

ACTIUni F tccatcatgaagtgtgaygt 180pb
ACTIUni R acagagtacttgcgctcagg

GAPDH F agaaggagaaaggccctcag 87pb
GAPDH R ggaaactgtggaggtcagga
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4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé6 analisis de varianza de un factor (yeguas con o sin placentitis) para
comparar la edad de la yegua, la duracidon de la gestacion, el grosor de la unién feto-
placentaria, el peso del potro, y la relacion entre el peso del potro y el peso de la
placenta de las yeguas que desarrollaron o no placentitis.

Se utilizd analisis de varianza de dos factores para comparar los efectos de la edad
gestacional (240 o 320 dias) y del tipo de gestacion (normal o con placentitis) sobre
las concentraciones de eqAFP y sobre las concentraciones circulantes de cada uno
de los miRNAs. Se us6 el mismo tipo de andlisis para comparar las concentraciones
de eqAFP en la sangre de yeguas que posteriormente parieron potros sanos, potros
sépticos vivos o potros sépticos muertos.

La expresiéon de cada uno de los miRNAs en tejido corioalantoideo sano o lesionado
de yeguas con o sin placentitis fueron también comparadas mediante analisis de
varianza de dos factores (tejido sano o lesionado; gestaciones con o sin placentitis).
Se us6 el mismo tipo de analisis para comparar la expresion de cada miRNA en
tejido corioalantoideo sano o lesionado de gestaciones que terminaron con el parto
de un potro sano, un potro séptico vivo o un potro séptico muerto.

En el caso de los analisis de varianza de acuerdo al tipo de potro se utilizd la prueba

de Bonferroni para comparaciones mdiltiples.
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3.ESTADISTICO

Imagen 7. Esquema general del disefio del estudio.
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5.RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de las yeguasy de los potros participantes en el estudio

En el cuadro 3 se clasifican las gestaciones de acuerdo a si fueron sanas o cursaron
con placentitis, subclasificando a estas ultimas de acuerdo al estado del potro al nacer
y a otras observaciones. Las 5 gestaciones de yeguas sanas (que no desarrollaron
placentitis) terminaron con el nacimiento de un potro sano y que no presenté signos
de enfermedad durante las primeras 24 horas de vida. En cambio, las yeguas con
placentitis parieron tres potros vivos sanos, tres potros sépticos vivos, y cuatro potros
sépticos muertos. De las yeguas con potro séptico muerto, dos presentaron
desprendimiento prematuro de la placenta (placenta previa), lo que llevé a una a de
ellas a abortar en el dia 308 de la gestacion (aborto) y la otra a parir a los 327 dias
de gestacion. Otra yegua presentd durante la gestacion signos externos de placentitis
(desarrollo prematuro de la ubre y descarga vaginal). La ultima yegua de este grupo
presentd problemas hasta el dia del parto, cuando se encontraron cambios
congestivos en la evaluaciéon placentaria y el nacimiento de un potro séptico.
No existio diferencia significativa (p>0.7) entre la edad de las yeguas sanas y la de
las yeguas que desarrollaron placentitis (Cuadro 3). Dentro de este ultimo grupo, la
edad promedio de las yeguas que tuvieron un potro séptico muerto fue casi 5 afios
superior a la edad promedio del resto de las yeguas, sin embargo, debido a la amplia
variacién en la edad de las yeguas involucradas y al bajo nimero de casos esta
diferencia no fue significativa (p>0.05), por lo que no es posible saber si existe una
relaciéon real entre edad y riesgo de sufrir placentitis. Con respecto al grosor de la
union utero-placentaria no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las yeguas sanas y aquellas con placentitis ni a los 240 dias ni al término de
la gestacion (p>0.05).

La relacion entre el peso del potro y el peso de la placenta en las yeguas sanas
estuvo dentro del rango normal de 10 a 11%. Mientras que en el grupo con placentitis

se encontré una relacion de entre el 12 y el 18%. (Cuadro 3).
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5.2 Evaluacién de la placenta

En las yeguas sanas las placentas fueron expulsadas dentro de las primeras tres
horas después del inicio del parto, y en todos los casos se identificaron como
completas, con cambios leves relacionados con la interaccién entre el feto y el utero,

que indicaron procesos normales sin patologias que comprometieran su funcion.
(Fig. 1A, B).

En el grupo con placentitis las placentas también fueron expulsadas completas
dentro de las primeras tres horas después del inicio del parto. En general se
observaron congestionadas, con edema y atrofia de vellosidades de grado
moderado (Fig. 1C, D) a severo (Fig. 1E, F). Las lesiones del grupo con placentitis se
clasificaron como ascendentes ya que abarcaban la membrana corioalantoidea y la

estrella cervical.(Canisso et al., 2015).
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SANAS

MODERADA

PLACENTITIS

SEVERO

Figura 1. Fotografias representativas de cambios macroscépicos observados en la placenta
de yeguas sanas (A y B) y de yeguas con placentitis (C, D, Ey F). A) area del corion de color
rojizo-chocolatoso. B) area del alantoides unida con el amnios a través del cordon umbilical (flecha)
de coloracion blanco azulada. C) lesion localizada en la porcion de la placenta correspondiente al
cuerno gestante (flecha), congestion moderada general y atrofia de wellosidades leve en el area
correspondiente al cuerpo del utero (*). D) area del alantoides con congestion sewvera en la region
correspondiente a la base de los cuernos uterinos y cerca de cénix (flechas). E) atrofia de
vellosidades severa que ocupa la totalidad del area correspondiente al cuerpo uterino (flecha). F)
edema sewero en el area del cénvix, que al momento del parto se mantuvo unido, provocando asfixia
del potro (flecha; evidencia de placenta previa).
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Cuadro 3. Caracteristicas de la poblacion de estudio. PP: placenta previa, SD: sin dato. Lesiones ascendentes: que abarcan en general
la placenta desde el cérvix hasta la punta de los cuernos uterinos. A: aborto.

PLACENTITIS
(n=10)
Viabilidad del potro
Sanos Sanos Sépticos
Vivos Vivos Muerto Muerto Muertos
(n=5) Vivos (n=3) (n=3) (n=1) (n=1) (n=2)
Edad, anos 10.5+1.6 9.3+4.1 (9.343.5) 14.24+45
(rango, afos) (9-13) (6-14) (6-13) (8-18)
Union utero-placentaria
(mm) 7-12 7-12 7-12 7-12 7-12 7-12
Parto, dias 44547 337.3%11.9 327+14 308 A 327 328+2.12
(rango, dias) (338-350) (329-351) (325-351) (327-330)
Lesiones Lesiones PP PP Lesiones
Placenta Normal ascendentes ascendentes ascendentes
Signos externos de Ubre prematura y
placentitis - - - - - secrecion vaginal
Relacion peso potroy 10-11 12-16 14-16 SD SD 15- 18
placenta (%)

Peso, Kg 51.3+1.99 45.043.6 41.6+8.3 SD SD 46+5.6
(32-49) (42-50)

(rango, peso)

(44-57)

(42-49)
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5.3 Concentracién de eqAFP

La figura 2 muestra la concentracion de la alfa-feto proteina a los 240 y 320 dias en
el suero de las yeguas sanas y de las yeguas que desarrollaron datos clinicos de
placentitis. En las yeguas con placentitis, las concentraciones de eqAFP fueron
significativamente superiores a las de las yeguas sanas (p< 0.05). Alos 240 dias de
gestacion las concentraciones en las yeguas con placentitis fueron 9.8 veces
superiores a las de las yeguas sanas, mientras que a los 320 dias las diferencia

entre ambos grupos fue de 2.8 veces.
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Figura 2. Concentracién de alfa-feto proteina a los 240 y 320 dias de gestacién en yeguas con
y sin placentitis. El asterisco indica diferencia significativa entre las yeguas sanas y las yeguas con
placentitis.

La concentracion de alfa-feto proteina determinada tanto a los 240 como a los 320
dias de gestacion en las yeguas con placentitis y que terminaron abortando o
pariendo potros sépticos muertos fue significativamente mas elevada (p< 0.05) que
la de las yeguas que tuvieron potros vivos sanos o potros sépticos vivos. Dentro de
cada grupo no se encontraron diferencias en las concentraciones entre los 240y los

320 dias de la gestacion. (Figura 3.).
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Figura 3. Relacion entre la viabilidad del potro al parto y la concentracidn de alfa-feto proteina
a los 240 y 320 dias de gestacion en yeguas con y sin placentitis. Los asteriscos indican

diferencia significativa (p< 0.05) entre las yeguas que parieron potros sépticos muertos comparadas
con las que parieron potros sanos o potros seépticos que sobrevivieron.

5.3 Expresion del miRNA-21 en plasma

El perfil de expresion del miR-21 en plasma tendié a aumentar en la gestacién a
término en yeguas con o sin placentitis, pero el aumento no fue significativo en
ningun tipo de yeguas (p>0.05). Tampoco existieron diferencias entre las yeguas
cony sin placentitis. (Figura 4.).

Hl 240
A Plasma I 320

miRNA-21
gqPCR(expresion relativa)

Control Placentitis

Figura 4. Perfil de expresién del miRNA-21 en plasma de yeguas control y enlas yeguas con
placentitis. No existieron diferencias significativas ni entre etapas de la gestacién ni entre yeguas
con o sin placentitis (p>0.05).
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5.5 Expresion del miRNA-374 en plasma

Aunque la expresion del miR-374 en plasma a los 320 dias fue dos veces mayor en
las yeguas con placentitis que en aquellas sin placentitis, la diferencia no fue
significativa (p>0.05). Tampoco hubo diferencias significativas entre los tipos de
yegua ni a los 240 ni a los 320 dias (Figura 5).

Il 240
Plasma W 320

=

miRNA-374
gPCR(expresion relativa)

Control Placentitis

Figura 5. Perfil de expresién del miRNA-374 en plasma de yeguas con y sin placentitis. Las
diferencias entre etapas de la gestacion o entre grupos no son significativas (p>0.05).
5.6 Expresion de los miRNAs en placenta

Para escoger las muestras de tejido sano y con lesiones de las placentas al parto
tanto en yeguas sanas con placentitis nos basamos en la evaluacion macroscopica

(Figura 1) y de la histopatologia (Figura 6).
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Figura 6. Histopatologia del tejido sano y con lesién de las placentas de yeguas control y
yeguas con placentitis. A) Tejido control sano: wvellosidades ampliamente desarrolladas. B) Tejido
control con lesidn causada por contacto directo con los posteriores del feto, atrofia de wvellosidades y
edema. C) Tejido placentitis sano: wellosidades amorfas, con cambios en la base donde esta en
contacto con tejido conjuntivo, areas de congestion moderada. D) Tejido de placentitis con lesion:
necrosis que rodea a las vellosidades desde su base, desprendimiento de las mismas.

5.6.1 miRNA-21

Las diferencias en la expresién de miR-21 entre areas sanas o areas con lesién de
placentas derivadas de gestaciones normales o de gestaciones con placentitis no

fueron significativas (p>0.05). (Figura 7).
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Figura 7. Perfil de expresion del miR-21 de los tejidos al parto en los grupos de yeguas control
y yeguas con placentitis. Las diferencias entre areas de tejido sano y areas de tejido con lesiones
no fueron significativas para ningun tipo de gestacién (p>0.05). Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre tejidos de gestaciones normales o con placentitis.

5.6.2 miRNA-374

La expresion del miRNA-374 en areas de tejido lesionadas de las yeguas sin
placentitis (yeguas control) disminuyo significativamente con respecto al tejido
control sano (p=<0.05; Figura 8). Cabe mencionar que la presencia de areas con
lesiones en placentas sanas es una consecuencia normal del contacto directo que

tienen los miembros posteriores del feto con la placenta (evento no patoldgico).

Tanto las areas sin lesiones como las areas lesionadas de placentas con placentitis
tuvieron una expresiéon de miRNA-374 significativamente menor (p<0.05) que las
areas sanas de placentas control (Figura 8). Dentro del grupo de placentitis, la
expresion de miRNA-374 no fue significativamente diferente entre areas lesionadas

y areas sanas de la placenta (p>0.05)
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Figura 8. Perfil de expresidon del miR-374 en areas de tejidos placentarios sanos o lesionados
en yeguas control y yeguas con placentitis. La expresion del miRNA en tejidos con placentitis, ya
sea sanos o con lesién fue significativamente menor en comparacion con el tejido control sano.
También fue significativamente menor en el tejido con lesién del grupo control que en el tejido sano
del mismo grupo (p=<0.05).

5.7 Expresién de los miRNAs en areas lesionadas o sanas de placentas con

placentitis y su relacién con la viabilidad del potro

En el grupo de yeguas con placentitis se determind la relacion entre la expresion de
cada miRNA en areas lesionadas o sanas de la placenta y la viabilidad de sus potros
al parto. Para esto, los potros fueron clasificados como: potros sanos vivos, potros
sépticos vivos o potros sépticos muertos. La determinacién de las areas lesionadas
0 sanas se realizd con base en la evaluacion macroscépica (Figura 1) y la

histopatologia de los tejidos (Figura 9).
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Figura 9. Histopatologia de la placenta. Imagenes representativas de tejido sano o con lesiéon enla placenta
de yeguas con placentitis que tuvieron potros sanos, sépticos vivos o sépticos muertos. A) Tejido sanodela
placenta de un potro sano vivo: congestion moderada. B) Tejido con lesidn de la placenta de un potro sano
vivo: atrofia de vellosidades y se observan hemorragicas. C) Tejido sano de la placenta de un potro séptico
vivo: vellosidades amorfas. D) Tejido con lesidon dela placenta de un potro séptico vivo: placentitis supurativa
con predominancia de neutrdfilos en la basede las vellosidades ; atrofia severa de vellosidades y congestion.
E) Tejido sano de la placenta de un potro séptico muerto: vellosidades rodeadas por necrosis y hemorragia
desde la base. F) Tejido con lesidn de la placenta de un potro séptico muerto: Ausencia de vellosidades y
placentitis necrosupurativa con predominancia de neutrofilos.
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5.7.1 miRNA-21

No hubo diferencias significativas en la expresién del miR-21 ni entre tipo de tejido
(sano o lesionado) ni entre placentas de potros sanos, sépticos vivos o sépticos
muertos (Figura 10).

B Tejido sano
Placentay viabilidad del potro ] Tejido lesién

[op]

miRNA-21
gPCR (expresion relativa)

Vivos Vivos Vivos Vivos Muertos Muertos

Potro sanos Potro sépticos

Figura 10. Perfil de expresion del miR-21 en areasde tejido placentario sanas o con lesion de

yeguas con placentitis que parieron potros sanos vivos, sépticos vivos o muertos. Las
diferencias entre grupos o entre tipos de tejido no son significativas (p> 0.05).

5.7.2 miRNA-374

No existio diferencia en la expresion de miRNA-374 ni entre tejidos sanos y
lesionados, ni entre tejidos placentarios de los diferentes tipos de potros (p > 0.05).
Aunque el promedio mas alto se encontré6 en areas de tejido placentario sano de
potros vivos sanos, las diferencias entre este grupo y cualquier otro no fueron
significativas (p>0.05).
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Figura 11. Perfil de expresion del miR-374 en los tejidos Fig. 5A-F de yeguas con placentitis

que parieron potros sanos Vivos, sépticos vivos o muertos. No existieron diferencias
significativas (p> 0.05).

6. DISCUSION

Diversas investigaciones han reportado la utilidad de la determinacion de las
concentraciones de a-feto proteina como prueba diagndstica rutinaria en mujeres
embarazadas para detectar condiciones del feto incompatibles con la vida, asi como
anomalias infecciosas e inflamatorias de la placenta (Mizejewski, 2004, 2007,
2015). Los defectos en el tubo neural y las anomalias del desarrollo no son comunes
en embriones y fetos equinos, pero las yeguas son propensas a infecciones
cervicales y uterinas que afectan la placenta, con mayor frecuencia a partir del
segundo tercio de la gestacion, lo que pone en riesgo el bienestar y el desarrollo del
feto. (Cummins et al., 2008).

Se han descrito niveles elevados de eqAFP en yeguas con problemas como
reabsorcion embrionaria, gestaciones gemelares y abortos (Sorensen, Neely, Read,
& Grapell, 1990). La determinacién de eqAFP también se ha propuesto como un
marcador de patologias placentarias en el ultimo tercio de la gestacion, ya que se
han encontrado niveles elevados de la proteina en la sangre materna y en los fluidos
fetales en gestaciones que cursan con placentitis (Canisso et al., 2015; Sorensen et
al., 1990; Vincze et al., 2018).
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Los resultados del presente trabajo confirman la asociacion entre la presencia de
placentitis y las concentraciones de egAFP en la sangre materna, asi como el
posible papel de la determinacion de eqAFP como marcador temprano del
desarrollo de placentitis, ya que en las muestras obtenidas en el dia 240 de la
gestacion se observo un incremento significativo en la concentracion de eqAFP en
las yeguas que posteriormente desarrollaron signos clinicos o histopatolégicos de
placentitis, tales como desarrollo prematuro de la ubre a partir del dia 270 de la
gestacion, secrecion vaginal a partir del dia 300 de la gestacion, placenta previa,
aborto o cambios morfolégicos e histoldgicos del tejido corioalantoideo detectados

al momento del parto, (Fig. 2).

Tanto Sorensen et al (1990) como Vincze et al (2018) encontraron que las
concentraciones de eqAFP en yeguas sin signos de patologia placentaria aumentan
conforme avanza la gestaciéon. Solo durante la semana previa al parto se produce
una drastica reduccion en las concentraciones de AFP, Vincze et al. (2018). En el
presente trabajo también se encontrdé que las yeguas sanas tendieron a tener
niveles mas elevados de eqAFP a los 320 dias de gestacion en comparacién con el
dia 240, aunque la diferencia no fue significativa (p<0.05), lo que podria deberse al
pequeno numero de gestaciones sin placentitis que fueron estudiadas. Aligual que
en mujeres, se desconoce la causa del aumento en las concentraciones de AFP
conforme avanza la gestacion. Porotra parte, en el presente trabajo no se evaluaron
las concentraciones de AFP en los potros neonatos, pero otros autores han
reportado que en la circulacion de potros sanos las concentraciones de la proteina
estan elevadas al nacer y decrecen durante la primera semana de vida, a diferencia
de los potros que muestran signos de patologia en este mismo periodo, los que
mantienen concentraciones elevadas de egAFP durante las primeras 24 a 48 h de
nacidos (Prell et al., 2016).

En el presente trabajo se demostré que tanto a los 240 como a los 320 dias de

gestacion las concentraciones de AFP en la sangre materna son significativamente
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mas elevados en las yeguas destinadas a parir un potro séptico que muestra signos
de enfermedad durante las primeras 24 h de vida y muere, comparado con las
yeguas que pariran potros viables (Fig.3). Por esta razon, se propone que la
determinacion de egAFP en la circulacion materna pudiera ser considerada como
una prueba diagnostica complementaria para predecir a partir de los 240 dias de
gestacion tanto el desarrollo de placentitis clinica como una posible falta de
viabilidad del producto al concluir la gestacién. Sin embargo, se necesita mas
estudios, con un mayor nimero de yeguas, para poder evaluar la eficiencia,

precision y valor predictivo de este posible método diagndstico.

Por otro lado, los miRNAs se han reportado como importantes reguladores de las
funciones celulares y de los tejidos, incluyendo la activacion e inhibicién del proceso
inflamatorio modulado por el sistema inmunolégico (Tahamtan etal., 2018). EI miR-
21 es un regulador importante del TLR-4 por medio de la cascada de senalizacion
MyD88 y NF-kB para la sintesis de citocinas pro y anti inflamatorias (TNFa, IL-18,
IL-6, IL-10). Ha sido principalmente estudiado en macrofagos y reportados también
en células del trofoblasto (Alam & O'Neill, 2011; Kamity et al., 2019; Luke A. O’Neill
et al., 2011). Sin embargo, en el presente trabajo no fue posible encontrar ninguna
asociacion entre la expresion de miRNA-21 en los tejidos placentarios o sus niveles
en la circulacién materna y el desarrollo de placentitis o la viabilidad de los potros al

nacimiento (Figs. 4, 7y 10).

En mujeres con gestaciones sanas y trabajo de parto activo (horas antes de
expulsar al feto) se ha reportado que la expresiéon del miR-21 disminuye
significativamente en comparacion con mujeres sin trabajo de parto. En el mismo
estudio se reportd que en las mujeres con un proceso de corioamnionitis también
disminuye la expresion del miR-21 comparado con las mujeres sin trabajo de parto,
sin embargo, aumentaba significativamente en comparacion con las mujeres que
tienen un trabajo de parto activo normal (Garcia-Rodriguez, Sanchez-Gonzalez,
Osorio-Caballero, Diaz, & Herrera, 2018).
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En el presente trabajo se observd una tendencia no significativa (p>0.05) a una
mayor expresion de miRNA-21 en las areas lesionadas de las placentas de los
potros no viables (Fig.10), lo que podria indicar que la placentitis efectivamente
desencadena la respuesta inflamatoria mediada por el miRNA-21. Sin embargo, aun
en el caso de confirmarse esta diferencia en estudios futuros, no serviria como un
marcador durante la gestacidn, ya que estaria limitado a ser detectado en placentas
obtenidas después del parto, ya que no se encontré6 ninguna asociacién entre las
concentraciones de miRNA-21 en sangre materna durante la gestacion y la

presencia o ausencia de placentitis.

Se ha demostrado que el miRNA-374 en tejido adiposo regula mRNAs involucrados
en las vias del proceso inflamatorio, incluida la sefalizacion de la IL-17A, la
adhesion de granulocitos y la diapédesis (Doumatey et al., 2018), asi como
procesos de hipoxia y angiogénesis (Looney et al., 2015). Se ha informado que en
yeguas con gestaciones sanas, la expresiéon de miRNA-374 es mayor a los 300
dias en comparacion con los 240 dias de gestacion (Loux et al, 2017). Los
resultados del presente trabajo sugieren que este aumento entre el dia 240 y el
ultimo mes de la gestacion es mas marcado en las yeguas con placentitis (Fig.5) en
comparacién con gestaciones sanas, lo que reforzaria el posible valor de este
miRNA como un marcador de placentitis en etapas avanzadas de la gestacion. Sin
embargo, es interesante observar que la expresion de este miRNA disminuyé
significativamente en los tejidos de placentas con placentitis y aun en las areas
lesionadas de placentas sanas en comparacién con las areas sanas de placentas
sanas. Esto podria indicar que la elevacion en la sangre materna de yeguas con
placentitis no se debe a un aumento en la transcripcion de estos miRNAs en la
placenta, sino en un mayor paso hacia la circulacion materna desde los tejidos
lesionados. Otra posibilidad seria que en la placentitis o en areas lesionadas de la
placenta se produzca un efecto bifasico, con mayor expresién que en placentas
sanas durante la gestacion avanzada y menor expresion en la placenta a término.
Por otra parte, en el presente trabajo también se determind que la expresion de este

mMiRNA en los tejidos placentarios de potros sépticos vivos y muertos tendié a ser
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menor que la expresion en areas sanas de las placentas de los potros sanos
(Fig.11).

En este estudio se esperaba que el patron de expresion de cada miRNA fuera
similar en la circulaciéon materna y en la placenta, lo que no ocurrié. Sin embargo,
debe mencionarse que este estudio tiene limitantes. La primera se refiere al numero
de reducido numero de yeguas en cada categoria. La segunda limitante es que no
se estudiaron placentitis inducidas experimentalmente, sino casos ocurridos
espontaneamente en una poblacidén propensa a desarrollar problemas placentarios
debido al ambiente en el que vive, lo que aumenta la variabilidad en los resultados
y dificulta establecer valores de referencia en cuanto al nivel y expresiéon de cada
marcador evaluado. Por otra parte, las muestras de sangre materna fueron
obtenidas a los 240 y 320 dias de la gestacidén, mientras que las muestras para
histopatologia de la placenta se obtuvieron una vez ocurrido el parto, porlo que no
se puede hacer una comparacion contemporanea entre las variables en sangre
materna y en placenta. Las muestras tomadas durante la gestacion representan un
registro obtenido al inicio o durante el progreso de la placentitis, mientras que las
muestras de tejidos obtenidos después del parto indican el estado de la placenta
después de haber sufrido el proceso inflamatorio.

Diversos modelos experimentales de infeccion de placenta en equinos han
demostrado el efecto de la inoculacién con bacterias patégenas sobre la induccion
de placentitis (Carrick, 2010; Ousey, 2006). Haciendo una revision sistematica en
diversas bases de datos internacionales se encontraron pocas publicaciones que
describan el seguimiento y evaluacion de la gestacion en yeguas Pura Sangre
Inglés, asi como la identificacion de factores de riesgo en yeguas con problemas
placentarios desarrollados espontaneamente, por lo que a pesar de sus limitantes
el presente estudio es novedoso, ya que describe el cambio en la expresion de dos
miRNAs de posible interés, y el aumento en las concentraciones de la egqAFP

durante el desarrollo de la placentitis no inducida.
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7.CONCLUSION

1) Es factible detectar aumentos significativos en las concentraciones de eqAFP por

lo menos 60 dias antes de que se observen signos clinicos de placentitis.

2) Un estudio posterior con mayor numero de yeguas podria confirmar o negar la
posibilidad de utilizar una elevacion en los niveles de miRNA-374 en sangre materna

a los 300 dias de gestacion como marcador de placentitis.

3) La significativa disminucién en la expresion del miRNA-374 en tejido placentario
con lesiones detectables por histopatologia, sugiere que la determinacion de este
miRNA en tejidos placentarios podria complementar o sustituir el diagnéstico

histopatoldgico de esta condicion.

3) Estos resultados en conjunto sugieren que algunas de las variables evaluadas en
este trabajo pueden ser utilizados como marcadores que aportan informacion para
la evaluacion clinica de la gestacion y para el desarrollo de indices de riesgo que
pueden ser complementarios para diagndstico de las patologias placentarias y el

prondstico de la viabilidad fetal en yeguas.
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