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RESUMEN 

Introducción:  

La corioamnionitis complica del 1 al 4% de todos los embarazos, es una de las 

patologías obstétricas, que ha sido estrechamente relacionada con el parto 

pretérmino espontaneo hasta en un 30% lo cual aumenta el riesgo de complicaciones 

neonatales a corto y largo plazo afectando a diversos órganos y sistemas 

convirtiéndolo en un problema de salud pública a nivel nacional y mundial. 

Actualmente el diagnóstico clínico de las infecciones durante el embarazo se realiza 

mediante el cultivo bacteriológico; sin embargo, esta metodología tiene baja 

sensibilidad y especificidad. Recientemente se ha demostrado el aumento en la 

expresión del miR-21 y -210 en el suero de pacientes con datos clínicos e histológicos 

de corioamnionitis y el aumento del miR-372-5p en el tejido de la coriodecidua 

infectada con Escherichia coli; sin embargo, no se ha evaluado la expresión de los 

miRNAs en etapas tempranas de la gestación humana y si estos pudieran ser 

utilizados en la clínica como biomarcadores temprano. Por lo que en el presente 

trabajó se cuantificó la expresión del miR-372-5p en etapas tempranas para lograr 

identificar el riesgo de desarrollar corioamnionitis. 

 

Material y Métodos: Se han incluido 41 pacientes con embarazo único y sin 

comorbilidades asociadas a la respuesta inflamatoria y que fueron admitidas al 

Instituto Nacional de Perinatología para control prenatal, seguimiento y resolución. A 

las pacientes se les muestras a las 12, 20 y 30 semanas de gestación en total 5 ml 

de sangre periférica, y se obtuvo el suero el cual fue almacenado a -70°C. El RNA se 

obtuvo a partir de 500 µL del plasma al cual se le adicionó el mismo volumen del 

reactivo de TRIzol y se determinó el perfil de expresión del miR-372 mediante la 

retrotranscripción (RT) obteniendo el cDNA y posteriormente se realizó la 

amplificación en cadena de la polimerasa (PCR). Las bandas de expresión fueron 

determinadas mediante el programa de ImageJ. 

 

Resultados: Se ha obtenido el RNA de 15 pacientes en la semana 12, 20 y 30 de 

gestación. De las cuales se tuvo que excluir tres pacientes por presentar datos clínicos 

de preeclampsia. De las 12 pacientes se tuvieron dos grupos: 1) pacientes sanas 

(n=9) y pacientes con desarrollo de corioamnionitis (n=3). No se encontraron 
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diferencias significativas entre la edad (p=0.5525), talla (p=0.3061), peso (p=0.0999), 

índice de masa corporal (n=0.0811), en la edad de gestación al término de su 

embarazo (p=0.0636). Se han estandarizado las condiciones de amplificación por 

PCR y se analizó el perfil de expresión del miR-372-5p, en pacientes con 

corioamnionitis observando el aumento 1.26, 1.06 y 1.28 a las 12, 20 y 30 semanas 

de gestación respectivamente. 

 

Conclusiones: La expresión del miR-372-5p permitirá obtener y comparar la 

expresión en las diferentes semanas de gestación. El aumento en la expresión del 

miR-372-5p podría ser utilizado en la clínica para dar intervenciones oportunas. 

 

Palabras clave: Corioamnionitis, infección intramniotica, microRNAs, pacientes 

embarazadas, resultados perinatales. 
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ABSTRACT 

Introduction:  

Chorioamnionitis complicates 1 to 4% of all pregnancies, it is one of the obstetric 

pathologies, which has been closely related to spontaneous preterm delivery by up to 

30%, which increases the risk of neonatal complications in the short and long term 

affecting the various organs and systems making it a public health problem at the 

national and global level. Currently, the clinical diagnosis of infections during 

pregnancy is carried out by bacteriological culture; however, this methodology has low 

sensitivity and specificity. Recently, the increase in the expression of miR-21 and -210 

in the serum of patients with clinical and histological data of chorioamnionitis and the 

increase of miR-372-5p in the tissue of the choriodecidua infected with Escherichia 

coli have been demonstrated; however, the expression of miRNAs in the early stages 

of human gestation and whether they could be used clinically as early biomarkers has 

not been evaluated. Therefore, in the present work, the expression of miR-372-5p was 

quantified in early stages to identify the risk of developing chorioamnionitis.  

 

Methods: 41 patients with a single pregnancy and without comorbidities associated 

with the inflammatory response were included and admitted to the National Institute of 

Perinatology for prenatal control, follow-up and resolution. A total of 5 ml of peripheral 

blood was sampled from the patients at 12, 20 and 30 weeks of gestation, and the 

serum was obtained which was stored at -70 ° C. The RNA was obtained from 500 µL 

of the plasma to which the same volume of the TRIzol reagent was added and the 

expression profile of miR-372 was determined by means of the reverse transcription 

(RT) obtaining the cDNA and later the amplification was carried out in polymerase 

chain (PCR). The expression bands were determined by the ImageJ program. 

 

Results: RNA was obtained from 15 patients at weeks 12, 20 and 30 of gestation. Of 

which three patients had to be excluded due to presenting clinical data of 

preeclampsia. Of the 12 patients, there were two groups: 1) healthy patients (n = 9) 

and patients with the development of chorioamnionitis (n = 3). No significant 

differences were found between age (p = 0.5525), height (p = 0.3061), weight (p = 
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0.0999), body mass index (n = 0.0811), in gestation age at the end of pregnancy (p = 

0.0636). The conditions of amplification by PCR have been standardized and the 

expression profile of miR-372-5p was analyzed in patients with chorioamnionitis, 

observing the increase of 1.26, 1.06 and 1.28 at 12, 20 and 30 weeks of gestation 

respectively. 

 

Conclusion: The expression of miR-372-5p will allow obtaining and comparing the 

expression in the different weeks of gestation. The increase in the expression of miR-

372-5p could be used in the clinic to give timely interventions. 

 

Key words: Chorioamnionitis, intraamniotic infection, microRNAs, pregnant patients, 

perinatal results. 

 

1.0 INTRODUCCIÓN 

Actualmente corioamnionitis se define como la presencia de un grupo heterogéneo 

de condiciones que incluyen infección y/o inflamación con o sin presencia de 

microorganismos (inflamación intraamniótica estéril) resultante de cualquier 

combinación en líquido amniótico, placenta, feto, membranas fetales o decidua. 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 

La corioamnionitis se asocia con una importante morbi-mortalidad materna y neonatal 

siendo una de las tres principales causas de parto pretérmino con y sin ruptura de 

membranas, representando complicaciones maternas como endometritis, infección 

de herida quirúrgica, tromboflebitis pélvica séptica, absceso pélvico y hemorragia 

posparto además de importantes complicaciones neonatales a corto y a largo plazo 

como neumonía, sepsis neonatal, parálisis cerebral, displasia broncopulmonar y 

muerte. Por lo que un diagnóstico oportuno es esencial para prevenir estos 

desenlaces 2, 7,8  

 

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas que han sido asociadas con el desarrollo en 

diferentes patologías humanas y muestran una adecuada sensibilidad y especificidad 

como pruebas diagnósticas. Se ha demostrado en el suero de pacientes embrazadas 

con datos clínicos e histológicos de corioamnionitis y con desarrollo prematuro del 

trabajo de parto (28.0 semanas de gestación) el aumento de 1.3-, y 1.1-veces en la 
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expresión de los miR-126 y -146 respectivamente 9 sin embargo, en este estudio el 

perfil de expresión de los miRNAs se determinó a las 28 semanas de gestación. Por 

lo que en el presente estudio nos proponemos a determinar la expresión del miR-372-

5p desde etapas tempranas de la gestación (12,20,30 semanas) y en al momento de 

la presencia de la corioamnionitis y al término del embarazo. 

 

2.0 ANTECEDENTES 

 

La incidencia general de corioamnionitis clínica es del 1-4% en los países 

desarrollados y del 5-12% de todos los embarazos de término; esto representa que 

aproximadamente 1 de cada 30 partos se complica por la presencia de 

corioamnionitis. Se ha establecido que la frecuencia y gravedad de la corioamnionitis 

están inversamente relacionadas con la edad gestacional en el momento del parto. 

En un estudio de 7505 placentas de embarazos únicos, Russell informó que la 

frecuencia de corioamnionitis en pacientes con nacimientos entre las 21 y 24 semanas 

fue del 94.4% . La Corioamnionitis se encuentra en un 75% de los partos con ruptura 

pretérmino de membranas de los cuales 50% se asocian a corioamnionitis histológica 

mientras que del 40-60% se asocian a inflamación intraamniótica estéril, en las 

gestaciones a término con ruptura de membranas está presente en un 4% sin 

embargo sólo el 40% de todos los casos se diagnostican intraparto, se asume que la 

mayoría de los casos con presencia de corioamnionitis aguda es de etiología no 

infecciosa. 10,11,12,13 

 

La placenta se compone de tres estructuras principales: corion, membranas 

corioamnióticas y el cordón umbilical. Las lesiones inflamatorias agudas de la 

placenta se caracterizan por la infiltración de neutrófilos en cualquiera de estas 

estructuras específicamente, cuando el proceso inflamatorio afecta el corion y el 

amnios, esto se denomina corioamnionitis aguda; si afecta al árbol velloso, esto 

representa una villitis aguda. Si el proceso inflamatorio involucra el cordón umbilical 

(vena umbilical, arteria umbilical y la gelatina de Wharton), esto se conoce como 

funisitis aguda, siendo la contraparte histológica del síndrome de respuesta 

inflamatoria fetal (SRIF).  
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La Corioamnionitis se puede clasificar de acuerdo con la presencia o ausencia de 

signos clínicos y pruebas de laboratorio en: 

 

Corioamnionitis clínica:  se ha caracteriza por la presencia de fiebre materna 

(temperatura de 37.8-38°) con 2 o más de los siguientes signos clínicos: taquicardia 

materna (frecuencia cardiaca mayor a 100 lpm), taquicardia fetal (mayor a 160 lpm), 

sensibilidad uterina, líquido amniótico o flujo vaginal purulento con mal olor, 

leucocitosis materna (leu mayor de 15,000), la precisión diagnostica de estos criterios 

para identificar infección intraamniotica es del 50%14. El diagnostico se realiza en el 

periodo anteparto en un 15% y de manera intraparto en un 85%15 

 

Corioamnionitis subclínica se definirá por la presencia de inflamación en líquido 

amniótico o cultivo positivo de éste detectado por una amniocentesis. Ésta a su vez, 

se puede dividir en corioamnionitis histológica, infección intraamniótica (IIA) 

inflamación intraamniótica e inflamación intraamniótica en presencia de invasión 

microbiana a cavidad amniótica (MIAC). 6 

 

Corioamnionitis histológica: se define por la presencia de cambios histológicos 

agudos en las membranas fetales causando inflamación intrauterina caracterizada 

por infiltración aguda de granulocitos en los tejidos materno- fetales o fetales. Cubre 

dos subtipos MIAC (infecciosa) y sin MIAC (estéril). 16,6 .La incidencia de HCA a 

término varía de 20%-24% a las 37 semanas y un 34% a las 40 semanas.  Su 

prevalencia se correlaciona con la edad gestacional. 

 

La infección se provoca comúnmente por una invasión ascendente de 

microorganismos del tracto genital inferior por lo que los microorganismos que se 

identifican con mayor frecuencia en este tipo de pacientes son Ureaplasma 

urealyticum, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Streptococcus agalactiae, 

Lactobacillus species, y Bacteroides species, la invasión polimicrobiana está presente 

en el 50% de los casos. También existe la diseminación hematógena siendo el agente 

causal más común por esta vía Listeria monocytogenes1, retrograda o iatrogenia 17 lo 

cual provoca respuesta inflamatoria materna y fetal. Dentro de la etiología viral se 

encuentran adenovirus, citomegalovirus, enterovirus, y con menor frecuencia, virus 

sincitial respiratorio y el virus de Epstein-Barr18,19  
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Se ha observado que fisiopatológicamente el proceso infeccioso activa la respuesta 

inmunológica innata del tejido epitelial, de macrófagos, monocitos, células NK y 

neutrófilos. El reconocimiento de las bacterias activa la secreción masiva de diversas 

citocinas quimiotácticas (IL-6 e IL-8) e inflamatorias (IL-1β, y el factor de necrosis 

tumoral tipo alfa; TNFα), que son las responsables de amplificar la respuesta 

inmunológica y la activación para la fagocitosis y de los linfocitos T20,21. 

 

El diagnóstico, puede ser presuntivo basado en hallazgos clínicos y de microbiología, 

o bien confirmatorio mediante pruebas de laboratorios que indiquen infección de 

líquido amniótico obtenido por amniocentesis o histológico postparto. 

 

Diagnóstico Clínico:  

Se utilizan los criterios de Gibbs desde la década de 1970 que consisten en: la 

presencia de fiebre materna (temperatura de 37.8-38°) con 2 o más de los siguientes 

signos clínicos: taquicardia materna (frecuencia cardiaca mayor a 100 lpm), 

taquicardia fetal (mayor a 160 lpm), sensibilidad uterina, líquido amniótico o flujo 

vaginal purulento con mal olor, leucocitosis materna (leu mayor de 15,000)22 

 
 

Diagnóstico bioquímico: 

El cultivo de líquido amniótico es el estándar de oro para el diagnóstico, pero su 

utilidad limitada debido a demoras en la disponibilidad de resultados y por ser un 

procedimiento invasivo, se utiliza para confirmar sospecha de corioamnionitis 

subclínica en caso de signos clínicos incompletos. En la tabla 1 se encuentran los 

criterios los diagnósticos en líquido amniótico.23,24,25 

Tabla 1.- Criterios Diagnósticos en líquido amniótico. 
 

Marcador Sensibilidad Especificidad 

Glucosa <10 mg/dl 82% 82% 

Esterasa Leucocitaria 
Positiva 

85-91% 95-100% 

Leucocitos >15 mm3 57% 78% 
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Diagnostico histopatológico 

Se realiza el diagnóstico de corioamnionitis aguda mediante la presencia de un 

infiltrado neutrofílico en los tejidos placentarios, amnios26. Sin embargo, puede no 

estar disponible hasta después del parto lo cual limita su utilidad clínica.  

 

Tipos de RNA  

El ácido ribonucleico (RNA) es una molécula de síntesis celular conocida 

principalmente por su papel en la exportación de información genética desde el núcleo 

hacia el citoplasma donde normalmente se traduce a proteínas27 . 

 

Los miRNAs 

 

Los micro RNA (miRNAs) son pequeñas moléculas de ARN no codificantes de 

aproximadamente 21 nucleótidos que son críticas para la regulación 

postranscripcional de la expresión génica. Originalmente descubiertos en el nemátodo 

Caenorabditis elegans, a lo largo de los años se ha ido acumulando mayor evidencia 

sobre su potencial uso como biomarcadores no invasivos de enfermedades en el 

embarazo, relacionando su expresión con preeclampsia, restricción del crecimiento 

intrauterino, aborto recurrente y embarazo ectópico. 31,32,33 

 

En el escenario de corioamnionitis y regulación de la respuesta inflamatoria-

antinflamatoria se ha demostrado la participación de una clase particular de ARNs no 

codificantes, denominados microRNA como moduladores de la respuesta inflamatoria 

que inhiben los factores encargados de la diferenciación y activación de las células 

inmunológicas o inhibición de diferentes tipos de ARN mensajeros34,35 lo cual nos da 

la posibilidad de utilizarlos como bio-marcadores tempranos no invasivos de 

corioamnionitis 

IL 6 > 2.6 Ng/ml 100% 83% 

Tinción Gram   Positivo 24% 99% 

Metaloproteinasa 
Positivo 

90% 80% 

Cultivo LA  Estándar de oro diagnóstico 

Marcadores séricos maternos 

Leucocitosis >15,000, >5% de bandas 

PCR >20 mg/l 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Actualmente el diagnóstico clínico de las infecciones durante el embarazo se realiza 

mediante el cultivo bacteriológico; sin embargo, esta metodología tiene baja 

sensibilidad y especificidad. Recientemente estudios han demostrado la expresión de 

diversos miRNAs con la presencia de corioamnionitis sin embargo se desconoce la 

función que podrían tener como biomarcadores temprano por lo que en este trabajo 

se intenta cuantificar y analizar la expresión que pueden tener durante el embarazo y 

establecer marcadores de diagnóstico temprano que logren identificar la 

corioamnionitis durante el embarazo. 

 

 
4. HIPÓTESIS  

 

La expresión del miR-372-5p se incrementará en pacientes con evidencias clínicas 

de corioamnionitis con respecto a las pacientes embarazadas sanas, si el aumento 

ocurre antes de la aparición de los signos clínicos podría utilizarse como marcador 

temprano de corioamnionitis lo cual pudiera prevenir los desenlaces adversos. 

 
 
 
 
 

5. OBJETIVO GENERAL  

 

Determinar la expresión del miRNA-372-5p en el suero de pacientes en tres intervalos 

del embarazo en la semana 12,20, y 30 compararlos en aquellas pacientes que 

desarrollen corioamnionitis. 

 

Objetivos específicos 

- Evaluar en el suero de pacientes embarazadas sanas la expresión del miRNA-

372-5p en la semana 12,20,30 de gestación. 

- Compara a la misma edad gestacional el nivel de expresión del miR-372-5p 

entre las pacientes embarazadas sanas con respecto a las pacientes que 

desarrollaron datos clínicos de corioamnionitis. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

6.1 Aspectos éticos 

 

Previo a la obtención de la sangre de las pacientes se obtuvo el consentimiento 

informado en donde se les explicó la finalidad del proyecto de investigación, el cual 

fue aprobado por los comités de investigación y ética institucionales y cuenta con 

número de registro institucional 212250-3210091 (anexo 1). Se les informó que la 

obtención de la sangre sería tomada por el médico especialista (MCZ) en tres 

ocasiones a las 12, 20 y 30 semanas de gestación y que este procedimiento no 

afectaría con el bienestar de su embarazo. Finalmente, se le entregó la carta de 

consentimiento informado para que la paciente firmará de manera libre (anexo 2). 

 

De acuerdo con el artículo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia 

de Investigación para la Salud, la participación de los pacientes en este estudio 

conlleva un tipo de riesgo: mínimo. 

 

6.2 Universo de las pacientes de estudio: Participaron 41 pacientes embarazadas que 

cumplieron con los criterios de inclusión. Se analizaron hasta el momento 15 muestras 

tomadas en las semanas 12, 20, y 30 de gestación, se eliminaron 3 pacientes por 

desarrollar preeclampsia, concluyendo 9 pacientes sanas y 3 pacientes con desarrollo 

de corioamnionitis. 

 

6.3 Diseño del estudio  

Tipo de investigación: Clínico 

Tipo de diseño: Experimental biomédico 

 

6.3.1 Características del estudio  

a) Por la participación del investigador: Analítico  

b) Por la temporalidad del estudio: Longitudinal 

c) Por la lectura de los datos: Prolectivo 

d) Por el análisis de datos: Analítico.  
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6.3.2 Unidades de observación: Se determinó la banda de expresión del miRNA-372 

mediante la densidad óptica. Las unidades son reportadas como unidades relativas.  

 

6.3.3 Tamaño de la muestra 

Para cubrir con los objetivos planteados en el desarrollo del presente trabajo hemos 

considerado incorporar 60 pacientes. Este número, fue designado como resultado de 

la experiencia de nuestro grupo de investigación demostrado por la publicación previa 

de Álvarez-Cabrera y colaboradores26 

 

6.3.4 Criterios de selección  

6.3.4.1 Criterios de inclusión  

Serán seleccionadas pacientes entre 15 y 35 años de edad que acudan al INPer para 

su seguimiento obstétrico y resolución del embarazo con embarazo único que no 

presenten signos y síntomas evidentes de patología obstétrica asociadas a la 

respuesta inflamatoria al momento de la obtención de las muestras de sangre previa 

obtención del consentimiento informado.  

 

6.3.4.2 Criterios de no inclusión 

Pacientes en las cuales hayan desarrollado datos sugestivos de preeclampsia, o 

asociadas a la respuesta inflamatoria.  

 

6.3.4.3 Criterios de exclusión  

Aquellas pacientes que al momento del procesamiento de las muestras se determine 

alguna patología asociada a la respuesta inflamatoria, paciente a las cuales no se les 

pueda tomar las muestras de sangre consecutivas. 

 

6.3.4.4 Criterios de eliminación  

Serán eliminadas del estudio aquellas pacientes en las que la resolución sea fuera 

del Instituto, por falta de datos de la paciente, o por haber desarrollado patologías 

obstétricas a lo largo de su embarazo asociada a respuesta inflamatoria. 

 

6.4 Variables de estudio 

A) Variable independiente: Desarrollo de corioamnionitis  
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Definición operacional: corioamnionitis fue diagnosticada basado en los criterios de 

Gibbs o histopatológico. 

 

B) Variable dependiente: Expresión del miR-372-5p. 

Definición operacional: Cuantificación de expresión del miR-372-5p. en el suero de 

las pacientes embarazadas de 12,20 y 30 semanas de gestación.  

 

6.5 Obtención del suero de las pacientes embarazadas 

 

A las pacientes que acudan a realizarse el ultrasonido primer trimestre o de 

seguimiento a las 12 semanas de gestación en el Departamento de Medicina Fetal, 

del instituto Nacional de Perinatología y que presenten los criterios de inclusión serán 

invitadas a participar en el estudio. Se les explicó el protocolo y se les dio a leer el 

consentimiento informado, en caso de aceptar se les recordó que se les tomaría en 

tres ocasiones (12, 20 y 30 semanas de gestación) 5 mL de sangre el cual fue 

colocado en tubo morado con EDTA-K2 como anticoagulante. Las muestras serán 

centrifugadas a 1400 rpm por 5 minutos. Posteriormente el suero fue recuperado y 

depositado en tubos Eppendorf. Cada tubo fue identificado mediante número 

consecutivo y en una bitácora el nombre completo de la paciente, edad gestacional al 

momento de la toma de sangre, así como el número de registro asignado por el 

instituto. Las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta la obtención del RNA total. 

 

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de inmunobioquímica. A todas las 

pacientes se les dará el seguimiento clínico habitual de control prenatal en el Instituto 

Nacional de Perinatología, sin intervención de los investigadores y se seleccionarán 

como la cohorte de casos aquellas pacientes que cumplan con los criterios 

diagnósticos para corioamnionitis propuestos por clínica, laboratorio o histopatológico 

durante el embarazo o el puerperio y serán la cohorte de pacientes sin corioamnionitis 

aquellas que no presenten esta complicación bajo los mismos criterios durante el 

embarazo o el puerperio.  

 

El transporte y eliminación de los residuos biológicos infecciosos y punzocortantes se 

apegó estrictamente a la norma NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 referente a la 

“Protección ambiental-salud ambiental-residuos peligrosos biológicos infeccioso 
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clasificación y especificaciones de manejo” y conforme al manual institucional de 

procedimientos para el manejo de residuos peligrosos biológico-infecciosos. 

 

6.6 Determinación de la expresión del miR-372-5p por el método de RT-PCR  

6.6.1 Extracción del RNA total  

A 500 µl del suero fueron mezclados con el mismo volumen de TRIzol (InvitroGen; 

Carlsbad, CA) la mezcla se agitó vigorosamente por 15 seg y se incubaron por 15 min 

a 30°C. Posteriormente a cada muestra se les añadió 100 ml de cloroformo 

(Invitrogen), se agitaron por 15 seg. y fueron incubadas por 5 min a 30°C. Al término 

las muestras fueron centrifugadas a 4 000 rpm por 15 min y la fase acuosa fue 

transferida a un tubo nuevo y se le agregó 550 µl de isopropanol (Invitrogen) y 1 µl de 

Glucógeno (Invitrogen). Posteriormente se incubaron por 1 hora a -20°C. Al término 

de este tiempo las muestras se centrifugaron a 4 000 rpm por 30 min. Al pellet se le 

adicionó 1 ml de etanol al 100% y se agito vigorosamente por 15 seg., y fue 

centrifugado nuevamente a 4000 rpm por 15 min. El procedimiento se repitió una vez 

más con etanol al 75%. El RNA fue evaporado toda la noche a temperatura ambiente, 

y al día siguiente fue hidratado con 20 μl de agua inyectable. 

 

6.6.2 Reacción de RT   

Para la obtención del cDNA se utilizó el kit Access RT-PCR System (Promega 

Madison WI, USA). Se tomaron 7 ng de cada una de las muestras y se preparó el mix 

de RT con 5 µL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 µL dNTP [10 mM], 2 µL MgSO4 [50 mM], 10 

µL agua libre de RNAsas, 1 µL de AMV RT y 1 µL de iniciador específico del miR-

372-5p cuya secuencia es 5´-

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGAATA-3´ 

[20 pmol].  El iniciador fue diseñado a partir del a secuencia de humano hsa-miR-372 

maduro obtenida por el sitio web www.miRBase.org. La síntesis del cDNA se realizó 

durante 45 minutos a una temperatura de 45°C. 

6.6.3 Reacción de PCR   

A partir del cDNA obtenido se trabajó con 10 µL del mismo y con un mix de PCR el 

cual contenía 5 µL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 µL dNTP [10 mM], 2 µL MgSO4 [50 mM], 

10 µL agua libre de RNAsas, 1 µL de Tfi, 1 µL de iniciador específico para PCR miR-

372-5p cuya secuencia es 5´-CGGCCGCCTCAAATGTG-3´ [20 pmol] y 1 µL iniciador 
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universal [20 pmol]. Cada uno de los tubos fueron procesados en el termociclador con 

el siguiente programa: 94°C para una elongación inicial durante un minuto y 40 ciclos 

con 94°C durante 30 segundos, 56°C en 30 segundos, 72°C durante 30 segundos. 

Se realizó una elongación final de 72° durante 10 minutos.  

 6.6.4 Expresión del miR-372 

Los amplificados fueron sometidos en geles de agarosa al 4% a voltaje constante por 

40 minutos y las bandas fueron visualizadas en luz UV. Las imágenes fueron 

capturadas usando el sistema foto documentador (Gel Doc 2000. Bio-Rad, USA). El 

perfil de las bandas del miR-451 y miR-146a en las diferentes condiciones 

experimentales de infección fueron determinadas mediante la densidad óptica 

utilizando el programa ImageJ (NIH; USA). 

 

6.7 Análisis estadístico  

 

Los datos fueron analizados mediante la prueba de análisis de varianza (ANOVA). La 

comparación post hoc fue realizada mediante la medición de Tukey. Se usó el 

software de SigmaPlot (versión 11.0; USA). Todos los valores son presentados como 

la media desviación estándar y en cada caso las mediciones se realizaron por 

duplicado. Se tomó como diferencia estadísticamente significativa el valor menor a 

p=0.05.  
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7.0 RESULTADOS 

 

7.1 Características de la población de estudio. 

 

En el periodo de marzo del 2020 a abril del 2021 se incluyeron un total de 41 pacientes 

que cumplieron con los criterios de inclusión (ver apartado 6.4.1). Hasta el momento 

se han procesado 15 muestras ya que se cuenta con las tres mediciones 

correspondientes a la semana 12, 20, y 30. De las 15 pacientes se tuvieron que excluir 

a tres por presentar datos de preeclampsia el cual moduló la expresión del miR-372-

5p (datos no mostrados) como ha sido reportado en otros estudios 34. De las 12 

pacientes se tuvieron dos grupos: 1) pacientes sanas (n=9) y 2) pacientes con datos 

clínicos de corioamnionitis (n=3).  

 

La tabla 1 muestra las características maternas de las 12 pacientes a las que se les 

cuantificó la expresión de miRNA-372-5p. Los datos fueron obtenidos del archivo 

clínico del INPer.  

 

Tabla 1 Características maternas a las 12 semanas de gestación de la población 

de estudio. 

Variables Maternas  Sanas (n=9) Corioamnionitis (n=3)  Valor de p 

Edad (años)  32.1±6.9 29.3±5.8 0.5525 

Talla, (cm) 1.55±0.048 1.60±0.11 0.3061 

Peso, (Kg) 73.3±10.1 62.0±5.3 0.0999 

IMC, (Kg/m2) 24.6±5.3 30.4±4.3 0.0811 

Semanas de gestación al 

nacimiento  

35.3±3.7 38.3±1.39 0.0636  

Los datos se muestran como la media ± desviación estándar. Los datos fueron 
analizados mediante la prueba de t-student y se consideró una diferencia 
estadísticamente significativa menor a 0.05 (*).  
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Nueve pacientes (75%) fueron sanas y 3 pacientes (25%) presentaron corioamnionitis 

(tabla 2) en la semana 36.5,38.4 y 31.1 de gestación. Se identifico en una de las 

pacientes el aislamiento de Ureaplasma urealyticum con datos histopatológicos de 

corioamnionitis severa. En todos los casos las pacientes fueron tratadas con 

antibióticos (metronidazol, penicilina).  

 

Antes de determinar el perfil de expresión de miR-372-5p del suero de las 12 

pacientes se realizó la estandarización del miR-372-5p. 

 

7.2 Estandarización de las condiciones de PCR  

Para encontrar la temperatura óptima de alineamiento de PCR se utilizó un cotiledón 

de tejido placentario humano. La figura 1 muestra la banda de expresión tomando 

como base 52 ± 1°C.   

 

 

 

Figura 1. Condiciones de temperatura de alineamiento de PCR del miR-372-5p.  

Marcador de peso molecular (PM; 100 pares de bases; invitrogen), carril 2 vacío, carril 

3 control negativo (sin RNA, 52°C), carriles 4-7 tejido de corazón de ratón a 50, 51, 

52, y 53°C respectivamente y carril 8 control negativo de corazón de ratón (sin RNA, 

52°C), carriles 9-12 tejido de placenta humano a 50, 51, 52, y 53 °C respectivamente. 

La expresión muestra una banda de aproximadamente 73 pb (*) que corresponde a 

la expresión del miR-372-5p detectado en el tejido placentario.  
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Este resultado, nos indica que las condiciones óptimas para la alineación de la PCR 

que permiten la expresión del miR 372-5p son las siguientes: elongación inicial a 94°C 

(1 minuto) y 40 ciclos (94°C durante 30 segundos, 53°C en 30 segundos, 72°C 

durante 30 segundos) y una elongación final de 72° durante 10 minutos.  

Después de establecer la temperatura de alineamiento se esta analizando el perfil de 

expresión sanas (n=9) y de aquellas que desarrollaron datos clínicos de 

corioamnionitis (n=3) en el primer (figura 1), segundo (figura 2) y tercer trimestre 

(figura 3) de la gestación. 

 

7.2.1 Expresión del miR-372-5p a las 12 semanas de gestación.  

En las pacientes sanas encontramos que la expresión del miR-372-5p en el primer 

trimestre (12.23±0.5 semanas de gestación) fue de 1323±209 la cual aumento 

aumentó 1.26-veces en el grupo de corioamnionitis; sin embargo, no encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos (p=0.1474; figura 1). 
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Figura 1 Expresión del miR-372-5p en el suero del primer trimestre de 
embarazo. (A) muestra la expresión relativa en las pacientes sanas (n=9), y en 
las pacientes que desarrollaron datos clínicos de corioamnionitis (n=3). (B) indica 
la densidad óptica (D.O) de la banda de expresión la cual fue determinada en el 
programa de ImageJ (NIH, USA). Los datos se muestran como la media ± 
desviación estándar. La banda de expresión tiene un tamaño molecular relativo 
de 73 pares de bases. Marcador de peso molecular de 100 pares de bases 
(InvitroGene).  

 

7.2.2 Expresión del miR-372-5p a las 20 semanas de gestación.  

En las pacientes sanas encontramos que la expresión del miR-372-5p en el segundo 

trimestre (20.13±0.15 semanas de gestación) fue de 1038±291 la cual aumento 

aumentó 1.06-veces en el grupo de corioamnionitis; sin embargo, no encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos (p=0.7550; figura 2). 
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Figura 2 Expresión del miR-372-5p en el suero del segundo trimestre de 
embarazo. (A) muestra la expresión relativa en las pacientes sanas (n=9), y en 
las pacientes que desarrollaron datos clínicos de corioamnionitis (n=3). (B) indica 
la densidad óptica (D.O) de la banda de expresión la cual fue determinada en el 
programa de ImageJ (NIH, USA). Los datos se muestran como la media ± 
desviación estándar. La banda de expresión tiene un tamaño molecular relativo 
de 73 pares de bases. Marcador de peso molecular de 100 pares de bases 
(InvitroGene).  

 

7.2.3 Expresión del miR-372-5p a las 30 semanas de gestación.  

En las pacientes sanas encontramos que la expresión del miR-372-5p en el tercer 

trimestre (30.37±0.32 semanas de gestación) fue de 2176±196 la cual aumento 

significativamente 1.28-veces en el grupo de corioamnionitis. Entre ambos grupos 

encontramos una diferencia estadísticamente significativa (p=00.34; figura 3). 
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Figura 3 Expresión del miR-372-5p en el suero del tercer trimestre de 
embarazo. (A) muestra la expresión relativa en las pacientes sanas (n=9), y en 
las pacientes que desarrollaron datos clínicos de corioamnionitis (n=3). (B) indica 
la densidad óptica (D.O) de la banda de expresión la cual fue determinada en el 
programa de ImageJ (NIH, USA). Los datos se muestran como la media ± 
desviación estándar. La banda de expresión tiene un tamaño molecular relativo 
de 73 pares de bases. Marcador de peso molecular de 100 pares de bases 
(InvitroGene).  
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8.0 DISCUSIÓN 

 

 

En el presente estudio se observó el aumento en los niveles séricos de miR-372-5p 

en pacientes con desarrollo de corioamnionitis comparado con el grupo control en las 

cuales se observó expresión débil. Este hallazgo es consistente con otros estudios 

que han reportado la detección de miRNAs en suero de pacientes y que se han 

asociado con la respuesta inflamatoria en diferentes enfermedades.15,17 

 

De acuerdo con lo establecido con Taganov y colaboradores se sabe que miR 372-

5p  es un regulador importante en la señalización de TLR-4  como parte de una 

respuesta inmune inflamatoria que da lugar a que se desencadenen cascadas de 

señalización que provocan inflamación a diferentes niveles.  

 

Actualmente se ha obtenido el RNA de 15 pacientes en la semana 12, 30 y 30 de 

gestación, de las 12 pacientes se tuvieron dos grupos: 1) pacientes sanas (n=9) y 

pacientes con desarrollo de corioamnionitis (n=3). No se encontraron diferencias 

significativas entre la edad (p=0.5525), talla (p=0.3061), peso (p=0.0999), índice de 

masa corporal (n=0.0811), en la edad de gestación al término de su embarazo 

(p=0.0636).  

 

La estandarización de las condiciones de amplificación por PCR para analizar el perfil 

de expresión del miR-372-5p es importante ya que nos permite tener las condiciones 

optimas para la alineación de PCR que permite la expresión del miR 372-5p. Los 

resultados indican que en el suero de pacientes con corioamnionitis existe un 

aumento en la expresión de miR 372-5p (p=00.34) siendo significativo en la semana 

30 casi una semana antes de la presentación clínica de corioamnionitis en una de 

nuestras pacientes por lo que sugiere podría ser un biomarcador temprano.  

 

 

9.0 CONCLUSIÓN 

En conjunto, los resultados sugieren que el perfil de expresión de miR-372-5p podría 

considerarse marcador molecular temprano de corioamnionitis. Para que esto pueda 
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tomarse como patrón de referencia deberán emprenderse más estudios que 

corroboren este patrón y evalúen su eficacia. 

 

10.0 PERSPECTIVAS 

Becaria del Programa Impulso a la Investigación en Salud 2020-2021 y 2021-2022 
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