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RESUMEN

Introduccion:

La corioamnionitis complica del 1 al 4% de todos los embarazos, es una de las
patologias 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 6érganos y sistemas
convirtiéendolo en un problema de salud publica a nivel nacional y mundial.
Actualmente el diagndstico clinico de las infecciones durante el embarazo se realiza
mediante el cultivo bacterioldgico; sin embargo, esta metodologia tiene baja
sensibilidad y especificidad. Recientemente se ha demostrado el aumento en la
expresion del miR-21y -210 en el suero de pacientes con datos clinicos e histolégicos
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 expresion de los
MiRNAs en etapas tempranas de la gestacion humana y si estos pudieran ser
utilizados en la clinica como biomarcadores temprano. Por lo que en el presente
trabajo se cuantificd la expresion 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 Unico y sin
comorbilidades asociadas a la respuesta inflamatoria y que fueron admitidas al
Instituto Nacional de Perinatologia para control prenatal, seguimiento y resoluciéon. A
las pacientes se les muestras a las 12, 20 y 30 semanas de gestacion 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 pL del plasma al cual se le adicion6 el mismo volumen del
reactivo de TRIzol y se determiné el perfil de expresién del miR-372 mediante la
retrotranscripcion (RT) obteniendo el cDNA y posteriormente se realizé la
amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR). Las bandas de expresion fueron

determinadas mediante el programa de ImageJ.

Resultados: Se ha obtenido el RNA de 15 pacientes en la semana 12, 20 y 30 de
gestacion. De las cuales se tuvo que excluir tres pacientes por presentar datos clinicos
de preeclampsia. De las 12 pacientes se tuvieron dos grupos: 1) pacientes sanas

(n=9) y pacientes con desarrollo de corioamnionitis (h=3). NoO se encontraron



diferencias significativas entre la edad (p=0.5525), talla (p=0.3061), peso (p=0.0999),
indice de masa corporal (n=0.0811), en la edad de gestacion al término de su
embarazo (p=0.0636). Se han estandarizado las condiciones de amplificacion por
PCR y se analizé el perfil de expresion 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 gestacion respectivamente.

Conclusiones: La expresion del miR-372-5p permitira obtener y comparar la
expresion en las diferentes semanas de gestacion. El aumento en la expresion del

miR-372-5p podria ser utilizado en la clinica para dar intervenciones oportunas.

Palabras clave: Corioamnionitis, infeccion intramniotica, microRNAs, pacientes

embarazadas, resultados perinatales.



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

guantified 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 uL
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 =



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 INTRODUCCION
Actualmente corioamnionitis se define como la presencia de un grupo heterogéneo

de condiciones que incluyen infeccién y/o inflamacién con o sin presencia de
microorganismos (inflamacion intraamniotica estéril) resultante de cualquier
combinacién en liquido amnidtico, placenta, feto, membranas fetales o decidua. 2 %
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, infeccion
de herida quirargica, tromboflebitis pélvica séptica, absceso pélvico y hemorragia
posparto ademas de importantes complicaciones neonatales a corto y a largo plazo
como neumonia, sepsis neonatal, paralisis cerebral, displasia broncopulmonar y
muerte. Por lo que un diagndstico oportuno es esencial para prevenir estos

desenlaces %78

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas que han sido asociadas con el desarrollo en
diferentes patologias humanas y muestran una adecuada sensibilidad y especificidad
como pruebas diagnésticas. Se ha demostrado en el suero de pacientes embrazadas
con datos clinicos e histolégicos de corioamnionitis y con desarrollo prematuro del

trabajo de parto (28.0 semanas de gestacion) el aumento de 1.3-, y 1.1-veces en la
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expresion de los miR-126 y -146 respectivamente ° sin embargo, en este estudio el
perfil de expresion de los miRNAs se determiné a las 28 semanas de gestacion. Por
lo que en el presente estudio nos proponemos a determinar la expresion del miR-372-
5p desde etapas tempranas de la gestacion (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 clinica es del 1-4% en los paises
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
estan inversamente relacionadas con la edad gestacional en el momento del parto.
En un estudio de 7505 placentas de embarazos unicos, Russell informé que la
frecuencia de corioamnionitis en pacientes con nacimientos entre las 21y 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 histolégica
mientras que del 40-60% se asocian a inflamacion intraamnidtica estéril, en las
gestaciones a término con ruptura de membranas esta presente en un 4% sin
embargo solo el 40% de todos los casos se diagnostican intraparto, se asume que la
mayoria de los casos con presencia de corioamnionitis aguda es de etiologia no

infecciosa. 10.11.12.13

La placenta se compone de tres estructuras principales: corion, membranas
corioamniédticas y el cordon umbilical. Las lesiones inflamatorias agudas de la
placenta se caracterizan por la infiltracidon de neutrofilos en cualquiera de estas
estructuras especificamente, cuando el proceso inflamatorio afecta el corion y el
amnios, esto se denomina corioamnionitis aguda; si afecta al arbol velloso, esto
representa una villitis aguda. Si el proceso inflamatorio involucra el cordén umbilical
(vena umbilical, arteria umbilical y la gelatina de Wharton), esto se conoce como
funisitis aguda, siendo la contraparte histologica del sindrome de respuesta
inflamatoria fetal (SRIF).
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La Corioamnionitis se puede clasificar de acuerdo con la presencia o ausencia de
signos clinicos y pruebas de laboratorio en:

Corioamnionitis clinica: se ha caracteriza por la presencia de fiebre materna
(temperatura de 37.8-38°) con 2 0 mas de los siguientes signos clinicos: taquicardia
materna (frecuencia cardiaca mayor a 100 Ipm), taquicardia fetal (mayor a 160 lpm),
sensibilidad uterina, liquido amnidtico o flujo vaginal purulento con mal olor,
leucocitosis materna (leu mayor de 15,000), la precision diagnostica de estos criterios
para identificar infeccién intraamniotica es del 50%*. El diagnostico se realiza en el
periodo anteparto en un 15% y de manera intraparto en un 85%?%

Corioamnionitis subclinica se definira por la presencia de inflamacion en liquido
amnidtico o cultivo positivo de éste detectado por una amniocentesis. Esta a su vez,
se puede dividir en corioamnionitis histologica, infeccion intraamniotica (11A)
inflamacion intraamniotica e inflamacion intraamnidtica en presencia de invasion

microbiana a cavidad amniética (MIAC). ©

Corioamnionitis histologica: se define por la presencia de cambios histoldégicos
agudos en las membranas fetales causando inflamacion intrauterina caracterizada
por infiltracion aguda de granulocitos en los tejidos materno- fetales o fetales. Cubre
dos subtipos MIAC (infecciosa) y sin MIAC (estéril). 166 .La incidencia de HCA a
término varia de 20%-24% a las 37 semanas y un 34% a las 40 semanas. Su

prevalencia se correlaciona con la edad gestacional.

La infeccion se provoca comunmente por una invasion 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 invasion polimicrobiana esta presente
en el 50% de los casos. También existe la diseminacion hematbgena siendo el agente
causal mas comun por esta via Listeria monocytogenes?, retrograda o iatrogenia 1’ lo
cual provoca respuesta inflamatoria materna y fetal. Dentro de la etiologia viral se
encuentran adenovirus, citomegalovirus, enterovirus, y con menor frecuencia, virus

sincitial respiratorio y el virus de Epstein-Barri&1°
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Se ha observado que fisiopatologicamente el proceso infeccioso activa la respuesta
inmunoldgica innata del tejido epitelial, de macréfagos, monocitos, células NK y
neutrdéfilos. El reconocimiento de las bacterias activa la secrecién masiva de diversas
citocinas quimiotacticas (IL-6 e IL-8) e inflamatorias (IL-1B, y el factor de necrosis
tumoral tipo alfa; TNFa), que son las responsables de amplificar la respuesta

inmunoldgica y la activacion para la fagocitosis y de los linfocitos T2021,

El diagndstico, puede ser presuntivo basado en hallazgos clinicos y de microbiologia,
o bien confirmatorio mediante pruebas de laboratorios que indiquen infeccion de

liquido amnidtico obtenido por amniocentesis o histolégico postparto.

Diagnostico Clinico:

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 0 mas de los siguientes
signos clinicos: taquicardia materna (frecuencia cardiaca mayor a 100 Ipm),
taquicardia fetal (mayor a 160 Ipm), sensibilidad uterina, liquido amniético o flujo

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

Diagnostico bioquimico:

El cultivo de liquido amnidtico es el estandar de oro para el diagndstico, 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
subclinica en caso de signos clinicos incompletos. En la tabla 1 se encuentran los

criterios los diagnésticos en liquido amniético.?324:2°

Tabla 1.- Criterios Diagnésticos en liquido amniético.

Marcador Sensibilidad Especificidad
Glucosa <10 mg/dI 82% 82%
Esterasa Leucocitaria 85-91% 95-100%
Positiva

Leucocitos >15 mm3 57% 78%

13



IL 6> 2.6 Ng/ml 100% 83%

Tincion Gram Positivo 24% 99%
Metaloproteinasa 90% 80%
Positivo

Cultivo LA Estandar de oro diagndstico

Marcadores séricos maternos
Leucocitosis >15,000, >5% de bandas
PCR >20 mg/|

Diagnostico histopatolégico
Se realiza el diagnostico de corioamnionitis aguda mediante la presencia de un
infiltrado neutrofilico en los tejidos placentarios, amnios?®. Sin embargo, puede no

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

Tipos de RNA
El acido ribonucleico (RNA) es una molécula de sintesis celular conocida
principalmente por su papel en la exportacion de informacion genética desde el nucleo

hacia el citoplasma donde normalmente se traduce a proteinas?’ .

Los miRNAs

Los micro RNA (miRNAs) son pequefias moléculas de ARN no codificantes de
aproximadamente 21 nucleétidos que son criticas para la regulacion
postranscripcional de la expresion génica. Originalmente descubiertos en el nematodo
Caenorabditis elegans, a lo largo de los afios se ha ido acumulando mayor evidencia
sobre su potencial uso como biomarcadores no invasivos de enfermedades en el
embarazo, relacionando su expresion con preeclampsia, restriccion del crecimiento

intrauterino, aborto recurrente y embarazo ectépico. 313233

En el escenario de corioamnionitis y regulaciéon de la respuesta inflamatoria-
antinflamatoria se ha demostrado la participacién de una clase particular de ARNs no
codificantes, denominados microRNA como moduladores de la respuesta inflamatoria
gue inhiben los factores encargados de la diferenciacion y activacion de las células
inmunoldégicas o inhibicion de diferentes tipos de ARN mensajeros®*3° lo cual nos da
la posibilidad de utilizarlos como bio-marcadores tempranos no invasivos de

corioamnionitis

14



3. JUSTIFICACION

Actualmente el diagnéstico clinico de las infecciones durante el embarazo se realiza
mediante el cultivo bacteriolégico; sin embargo, esta metodologia tiene baja
sensibilidad y especificidad. Recientemente estudios han demostrado la expresion de
diversos miRNAs con la presencia de corioamnionitis sin embargo se desconoce la
funcion que podrian tener como biomarcadores temprano por lo que en este trabajo
se intenta cuantificar y analizar la expresion que pueden tener durante el embarazo y
establecer marcadores de diagnéstico temprano que logren identificar la

corioamnionitis durante el embarazo.

4. HIPOTESIS

La expresion del miR-372-5p se incrementara en pacientes con evidencias clinicas
de corioamnionitis con respecto a las pacientes embarazadas sanas, si el aumento
ocurre antes de la aparicion de los signos clinicos podria utilizarse como marcador

temprano de corioamnionitis lo cual pudiera prevenir los desenlaces adversos.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion 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 especificos
- Evaluar en el suero de pacientes embarazadas sanas la expresion del miRNA-
372-5p en la semana 12,20,30 de gestacion.
- Compara a la misma edad gestacional el nivel de expresién del miR-372-5p
entre las pacientes embarazadas sanas con respecto a las pacientes que

desarrollaron datos clinicos de corioamnionitis.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Aspectos éticos

Previo a la obtencién de la sangre de las pacientes se obtuvo el consentimiento
informado en donde se les explicé la finalidad del proyecto de investigacion, el cual
fue aprobado por los comités de investigacion y ética institucionales y cuenta con
namero de registro institucional 212250-3210091 (anexo 1). Se les informd que la
obtencion de la sangre seria tomada por el médico especialista (MCZ) en tres
ocasiones a las 12, 20 y 30 semanas de gestacion y que este procedimiento no
afectaria con el bienestar de su embarazo. Finalmente, se le entregé la carta de

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

De acuerdo con el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion para la Salud, la participacion de los pacientes en este estudio

conlleva un tipo de riesgo: minimo.

6.2 Universo de las pacientes de estudio: Participaron 41 pacientes embarazadas que
cumplieron con los criterios de inclusion. Se analizaron hasta el momento 15 muestras
tomadas en las semanas 12, 20, y 30 de gestacion, se eliminaron 3 pacientes por
desarrollar preeclampsia, concluyendo 9 pacientes sanas y 3 pacientes con desarrollo

de corioamnionitis.

6.3 Disefio del estudio
Tipo de investigacion: Clinico

Tipo de disefio: Experimental biomédico

6.3.1 Caracteristicas del estudio

a) Por la participacion del investigador: Analitico
b) Por la temporalidad del estudio: Longitudinal
c) Por la lectura de los datos: Prolectivo

d) Por el andlisis de datos: Analitico.
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6.3.2 Unidades de observacion: Se determind la banda de expresion del miRNA-372

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

6.3.3 Tamafio de la muestra

Para cubrir con los objetivos planteados en el desarrollo del presente trabajo hemos
considerado incorporar 60 pacientes. Este niUmero, fue designado como resultado de
la experiencia de nuestro grupo de investigacion demostrado por la publicacion previa

de Alvarez-Cabrera y colaboradores?®

6.3.4 Criterios de seleccion

6.3.4.1 Criterios de inclusion

Seran seleccionadas pacientes entre 15 y 35 afios de edad que acudan al INPer para
su seguimiento obstétrico y resolucion del embarazo con embarazo Unico que no
presenten signos y sintomas evidentes de patologia obstétrica asociadas a la
respuesta inflamatoria al momento de la obtencion de las muestras de sangre previa

obtencién del consentimiento informado.

6.3.4.2 Criterios de no inclusion
Pacientes en las cuales hayan desarrollado datos sugestivos de preeclampsia, 0

asociadas a la respuesta inflamatoria.

6.3.4.3 Criterios de exclusion
Aquellas pacientes que al momento del procesamiento de las muestras se determine
alguna patologia 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 eliminacion
Seran eliminadas del estudio aquellas pacientes en las que la resolucion sea fuera
del Instituto, por falta de datos de la paciente, o por haber desarrollado patologias

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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Definicion operacional: corioamnionitis fue diagnosticada basado en los criterios de
Gibbs o histopatoldgico.

B) Variable dependiente: Expresion del miR-372-5p.
Definicion operacional: Cuantificacién de expresion del miR-372-5p. en el suero de
las pacientes embarazadas de 12,20 y 30 semanas de gestacion.

6.5 Obtencién 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 gestacion en el Departamento de Medicina Fetal,
del instituto Nacional de Perinatologia y que presenten los criterios de inclusion seran
invitadas a patrticipar en el estudio. Se les explico el protocolo y se les dio a leer el
consentimiento informado, en caso de aceptar se les recordo que se les tomaria en
tres ocasiones (12, 20 y 30 semanas de gestacion) 5 mL de sangre el cual fue
colocado en tubo morado con EDTA-K2 como anticoagulante. Las muestras seran
centrifugadas a 1400 rpm por 5 minutos. Posteriormente el suero fue recuperado y
depositado en tubos Eppendorf. Cada tubo fue identificado mediante nuamero
consecutivo y en una bitacora el nombre completo de la paciente, edad gestacional al
momento de la toma de sangre, asi como el niumero de registro asignado por el

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

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de inmunobioquimica. A todas las
pacientes se les dara el seguimiento clinico habitual de control prenatal en el Instituto
Nacional de Perinatologia, sin intervencion de los investigadores y se seleccionaran
como la cohorte de casos aquellas pacientes que cumplan con los criterios
diagndsticos para corioamnionitis propuestos por clinica, laboratorio o histopatolégico
durante el embarazo o el puerperio y seran la cohorte de pacientes sin corioamnionitis
aquellas que no presenten esta complicacion bajo los mismos criterios durante el

embarazo o el puerperio.

El transporte y eliminacion de los residuos bioldgicos infecciosos y punzocortantes se
apeg6 estrictamente a la norma NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 referente a la

“Proteccién ambiental-salud ambiental-residuos peligrosos biologicos infeccioso
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clasificacion y especificaciones de manejo” y conforme al manual institucional de

procedimientos para el manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.

6.6 Determinacion de la expresion del miR-372-5p por el método de RT-PCR

6.6.1 Extraccion del RNA total

A 500 pl del suero fueron mezclados con el mismo volumen de TRIzol (InvitroGen;
Carlsbad, CA) la mezcla se agit6 vigorosamente por 15 seg y se incubaron por 15 min
a 30°C. Posteriormente a cada muestra se les afiadi6 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 agreg6 550 ul de isopropanol (Invitrogen) y 1 pl de
Glucoégeno (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
adicion6 1 ml de etanol al 100% y se agito vigorosamente por 15 seg., y fue
centrifugado nuevamente a 4000 rpm por 15 min. El procedimiento se repitid una vez
mas con etanol al 75%. EI RNA fue evaporado toda la noche a temperatura ambiente,

y al dia siguiente fue hidratado con 20 pl de agua inyectable.

6.6.2 Reaccion de RT

Para la obtencion del cDNA se utilizo el kit Access RT-PCR System (Promega
Madison WI, USA). Se tomaron 7 ng de cada una de las muestras y se preparo el mix
de RT con 5 pL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 uL dNTP [10 mM], 2 uL MgSQOa4 [50 mM], 10
pL agua libre de RNAsas, 1 uL de AMV RT y 1 pL de iniciador especifico del miR-
372-5p cuya secuencia es 5-
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGAATA-3’
[20 pmol]. El iniciador fue disefiado a partir del a secuencia de humano hsa-miR-372
maduro obtenida por el sitio web www.miRBase.org. La sintesis del cDNA se realizo

durante 45 minutos a una temperatura de 45°C.

6.6.3 Reaccion de PCR

A partir del cDNA obtenido se trabaj6é con 10 pL del mismo y con un mix de PCR el
cual contenia 5 pL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 uL dNTP [10 mM], 2 uL MgSO4 [50 mM],
10 pL agua libre de RNAsas, 1 uL de Tfi, 1 pyL de iniciador especifico para PCR miR-
372-5p cuya secuencia es 5'-CGGCCGCCTCAAATGTG-3" [20 pmol] y 1 pL 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 elongacion inicial durante un minuto y 40 ciclos
con 94°C durante 30 segundos, 56°C en 30 segundos, 72°C durante 30 segundos.

Se realiz6 una elongacion final de 72° durante 10 minutos.
6.6.4 Expresion 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 imagenes 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 infeccion fueron determinadas mediante la densidad O6ptica

utilizando el programa ImageJ (NIH; USA).

6.7 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba de analisis de varianza (ANOVA). La
comparacion post hoc fue realizada mediante la medicion de Tukey. Se usé el
software de SigmaPlot (version 11.0; USA). Todos los valores son presentados como
la media desviacion estandar y en cada caso las mediciones se realizaron por
duplicado. Se tomé como diferencia estadisticamente significativa el valor menor a
p=0.05.
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7.0 RESULTADOS
7.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio.

En el periodo de marzo del 2020 a abril del 2021 se incluyeron un total de 41 pacientes
gue cumplieron con los criterios de inclusion (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 modulé la expresion del miR-372-
5p (datos no mostrados) como ha sido reportado en otros estudios 3. De las 12
pacientes se tuvieron dos grupos: 1) pacientes sanas (n=9) y 2) pacientes con datos

clinicos de corioamnionitis (n=3).
La tabla 1 muestra las caracteristicas maternas de las 12 pacientes a las que se les
cuantifico la expresion de miRNA-372-5p. Los datos fueron obtenidos del archivo

clinico del INPer.

Tabla 1 Caracteristicas maternas alas 12 semanas de gestacion de la poblacion

de estudio.
Variables Maternas Sanas (n=9) Corioamnionitis (n=3) Valor de p
Edad (afios) 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 62.045.3 0.0999
IMC, (Kg/m?) 24.6+5.3 30.4+4.3 0.0811
Semanas de gestacion al 35.3+3.7 38.3+1.39 0.0636
nacimiento

Los datos se muestran como la media = desviacion estandar. Los datos fueron
analizados mediante la prueba de t-student y se consider6 una diferencia
estadisticamente 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 gestacion. Se identifico en una de las
pacientes el aislamiento de Ureaplasma urealyticum con datos histopatolégicos de
corioamnionitis severa. En todos los casos las pacientes fueron tratadas con

antibiéticos (metronidazol, penicilina).

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

pacientes se realizo la estandarizacion del miR-372-5p.

7.2 Estandarizacién de las condiciones de PCR
Para encontrar la temperatura 6ptima de alineamiento de PCR se utiliz6 un cotiled6n
de tejido placentario humano. La figura 1 muestra la banda de expresion tomando

como base 52 + 1°C.

PM 2 3 4 5678910111\2
J
-

pb

:
:

50 — ﬁ

e —

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 vacio, carril
3 control negativo (sin RNA, 52°C), carriles 4-7 tejido de corazon de ratén a 50, 51,
52, y 53°C respectivamente y carril 8 control negativo de corazon de raton (sin RNA,
52°C), carriles 9-12 tejido de placenta humano a 50, 51, 52, y 53 °C respectivamente.
La expresion muestra una banda de aproximadamente 73 pb (*) que corresponde a
la expresion del miR-372-5p detectado en el tejido placentario.
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Este resultado, nos indica que las condiciones 6ptimas para la alineacion de la PCR
gue permiten la expresion del miR 372-5p son las siguientes: elongacion 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 elongacién final de 72° durante 10 minutos.

Después de establecer la temperatura de alineamiento se esta analizando el perfil de
expresion sanas (n=9) y de aquellas que desarrollaron datos clinicos de
corioamnionitis (n=3) en el primer (figura 1), segundo (figura 2) y tercer trimestre
(figura 3) de la gestacion.

7.2.1 Expresion del miR-372-5p a las 12 semanas de gestacion.

En las pacientes sanas encontramos que la expresion del miR-372-5p en el primer
trimestre (12.23+0.5 semanas de gestacion) fue de 1323+209 la cual aumento
aumentd 1.26-veces en el grupo de corioamnionitis; sin embargo, no encontramos

diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p=0.1474; figura 1).
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Figura 1 Expresion del miR-372-5p en el suero del primer trimestre de

embarazo. (A) muestra la expresion relativa en las pacientes sanas (n=9), y en

las pacientes que desarrollaron datos clinicos de corioamnionitis (n=3). (B) indica

la densidad optica (D.O) de la banda de expresion la cual fue determinada en el
programa de ImageJd (NIH, USA). Los datos se muestran como la media +
desviacion estandar. La banda de expresion tiene un tamafio molecular relativo
de 73 pares de bases. Marcador de peso molecular de 100 pares de bases

(InvitroGene).

7.2.2 Expresion del miR-372-5p a las 20 semanas de gestacion.

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

trimestre (20.13+0.15 semanas de gestacion) fue de 1038+291 la cual aumento

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

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

7.2.3 Expresion del miR-372-5p a las 30 semanas de gestacion.

En las pacientes sanas encontramos que la expresion del miR-372-5p en el tercer
trimestre (30.37+0.32 semanas de gestacion) fue de 2176+196 la cual aumento
significativamente 1.28-veces en el grupo de corioamnionitis. Entre ambos grupos

encontramos una diferencia estadisticamente significativa (p=00.34; figura 3).
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Figura 3 Expresion del miR-372-5p en el suero del tercer trimestre de
embarazo. (A) muestra la expresion relativa en las pacientes sanas (n=9), y en
las pacientes que desarrollaron datos clinicos de corioamnionitis (n=3). (B) indica
la densidad optica (D.O) de la banda de expresion la cual fue determinada en el
programa de ImageJ (NIH, USA). Los datos se muestran como la media *
desviacion estandar. La banda de expresion tiene un tamafio molecular relativo
de 73 pares de bases. Marcador de peso molecular de 100 pares de bases

(InvitroGene).
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8.0 DISCUSION

En el presente estudio se observo 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 observé expresion débil. Este hallazgo es consistente con otros estudios
gue han reportado la deteccion de miRNAs en suero de pacientes y que se han

asociado con la respuesta inflamatoria en diferentes enfermedades. >’

De acuerdo con lo establecido con Taganov y colaboradores se sabe que miR 372-
5p es un regulador importante en la sefalizacion de TLR-4 como parte de una
respuesta inmune inflamatoria que da lugar a que se desencadenen cascadas de

sefalizacion que provocan inflamacion a diferentes niveles.

Actualmente se ha obtenido el RNA de 15 pacientes en la semana 12, 30 y 30 de
gestacion, 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), indice de
masa corporal (n=0.0811), en la edad de gestacion al término de su embarazo
(p=0.0636).

La estandarizacion de las condiciones de amplificacion por PCR para analizar el perfil
de expresion del miR-372-5p es importante ya que nos permite tener las condiciones
optimas para la alineacion de PCR que permite la expresion del miR 372-5p. Los
resultados indican que en el suero de pacientes con corioamnionitis existe un
aumento en la expresion de miR 372-5p (p=00.34) siendo significativo en la semana
30 casi una semana antes de la presentacion clinica de corioamnionitis en una de

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

9.0 CONCLUSION
En conjunto, los resultados sugieren que el perfil de expresién de miR-372-5p podria

considerarse marcador molecular temprano de corioamnionitis. Para que esto pueda
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tomarse como patrén de referencia deberdn emprenderse mas estudios que

corroboren este patrén y evallen su eficacia.

10.0 PERSPECTIVAS
Becaria del Programa Impulso a la Investigacion en Salud 2020-2021 y 2021-2022
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Instituto Nacional de Perinatologia
Isidro Espinosa de los Reyes

Direccion General
2013, Afo de la Leaitad Institucional, y Centenario del Ejército Mexicano™

10002013~ N NEQQ

México, D.F., a 01 de Octubre de 2013

M. en C. Héctor Flores Herrera
Investigador en Ciencia Médica “C"
Adscrito al Departamento de Inmuno-Bioquimica

Me es grato informar a Usted, y a su grupo de colaboradores, que las Comisiones de
Investigacién y Etica en Investigacion han revisado y emitido el dictamen correspondiente a
su proyecto:

“Perfil de secrecién de las proteinas de choque térmico y determinacion de la
expresion de microRNAs en pacientes con desarrollo de preeclampsia”

ACEPTADO
Registro: 212250-3210091

En cuanto al monto econémico solicitado por Usted para desarrollar el proyecto mencionado,
la asignacion dependera estrictamente de la disponibilidad de los recursos federales
correspondientes y, en su caso, de la disponibilidad de los recursos entregados por agencias
financiadoras externas.

Me permito hacer de su conocimiento que al término del desarrolio de este proyecto Usted
deberé entregar un informe técnico final, (segin el formato institucional) disponibie en

; i , para la presentacién de productos de investigacion,
acompafado de los documentos probatorios del mismo.

Le felicito por su desempefio y compromiso institucional y me es grato enviarle un saludo
cordial.

Atentamente,

—\jva} AA-L

Dr. Javier Mancilla Ramirez
Director General

ANEXO 2
Consentimiento informado



DIRECCION DE INVESTIGACION
SOLICITUD DE EVALUACION Y REGISTRO DE
PROTOCOLO DE INVESTIGACION

TEXTO DECLARATORIO
Estimada sefiora:

Por medio de la presente le informamos que en el departamento de Inmunobioguimica de este Instituto se
esta llevando a cabo el estudio denominado

PERFIL DE SECRECION DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO Y DETERMINACION DE LA
EXPRESION DE microRNAs EN PACIENTES CON DESARROLLO DE PREECLAMPSIA.

La preeclampsia es una enfermedad del embarazo y esta asociada con los nacimientos antes de llegar a
término del embarazo y esta asociada con enfermedades y de la mama y del bebé. La preeclampsia, se
presenta después de la semana 20 de gestacion y clinicamente se manifiesta por la elevacion de la presion
arterial, dolores de cabeza y problemas visuales.

El principal objetivo de este estudio es cuantificar el incremento de proteinas que estan relacionadas con
el desarrollo de la preeclampsia.

El estudio consiste en

1. Se le limpiara la zona del antebrazo para tomarle 5 mililitros de sangre, este procedimiento sera
realizado por el personal médico responsable del Instituto y no representa ningun riego para usted.
La muestra sera analizada en el departamento de Inmunobioquimica de este Instituto

donde se determinara la concentracion de proteinas asociadas a la preeclampsia.

(]

Su participacion en este estudio permitiria contribuir en forma importante a la compresion del desarrollo de
la preeclampsia. En caso de que usted no acepte participar, no tendra ninguna repercusion en la atencion
de usted o de su hijo(a) en el Instituto, ni tampoco se incrementara el costo de la atencion médica que
ambos reciban. Asi mismo le informamos que usted tiene la libertad de retirarse del estudio sin que tenga
ningun efecto sobre la atencion médica de usted o de su bebé.

Este estudio no producira ningun costo adicional; asi mismo, le informamos gue a usted no se le
remunerara por su participacion. La informacion que se obtenga del estudio sera estrictamente confidencial
y sera usada solo para fines de investigacion.

Las preguntas que considere necesarias para aclarar todas sus dudas las puede externar con el
M en C. Héctor Flores Herrera al teléfono 55 20 99 00 Ext 222 de Lunes a Viernes de 8:00 am a
4:00 pm. También sera atendida via comreo electrénico en la direccion floresh8@yahoo.com

Dr. Alejandro Martinez Juarez M. en C. Héctor Flores Herrera
Presidente del Comité de Etica en Investigacion Investigador del proyecto

Instituto Nacional de Perinatologia Instituto Nacional de Perinatologia
Tel 5520 9900 extension 316 Tel 5520 9900 extension 222

Coarreo electrénico: floresh8@yahoo.com
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