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Resumen

El desarrollo fetal marca un punto crucial en la salud actual y futura de un individuo.
Actualmente, a nivel clinico el desarrollo fetal se ve reducido Unicamente a
mediciones antropométricas estimadas por ultrasonografia (USG). Las cuales, nos
brinda poca informacion para determinar un desarrollo fetal adecuado. En este
sentido, estudios recientes han revelado que diversos microRNAs (miRNAS)
circulantes se ven alterados en diferentes complicaciones del embarazo implicadas
en el crecimiento fetal, lo cual, sugiere que estos transcritos circulantes en la madre
podrian reflejar alteraciones asociadas al desarrollo fetal. Nosotros buscamos
caracterizar una firma de miRNAs circulantes correlacionados con indicadores de
crecimiento fetal. Para ello, obtuvimos el perfil de expresion de miRNAs circulantes
en 8 mujeres muestreadas en el primero, segundo y tercer trimestre de gestacion.
Con los datos obtenidos se identificaron seis mMIiRNAs correlacionados
positivamente con longitud de fémur (LF) y peso fetal estimado (PFE). A partir de
esta firma validamos por random forest la asociacion de estos miRNAs con el
crecimiento fetal. Por otro lado, consultamos bases de datos validadas
experimentalmente para identificar los blancos génicos de la firma, con base en ello
construimos una red de interacciones proteina-proteina (IPP) para determinar si los
miRNAs de la firma regulan potenciales blancos génicos claves en la regulacion de
procesos biolégicos asociados con el desarrollo fetal. Nuestro estudio verifico que
la firma de crecimiento fetal presenta un alto valor de importancia para predecir el
crecimiento fetal a través de una regresion por random foreste, ademas,
identificamos que estos miRNAs pertenecen al grupo de miRNAs del cromosoma
19 (C19) y que los miRNAs de este cluster tienden a presentar una mayor
correlacion con indicadores del crecimiento fetal. Ademas, determinamos que los
blancos génicos regulados por estos miRNAs presentan un mayor namero de IPP
entre si, esta evidencia nos sugiere que pueden participar en la regulacion de vias
implicadas en el crecimiento fetal que ademas podemos observar en circulacion,
por lo que, en un futuro con un mayor entendimiento de su funcién pueden ser
trasladados a la clinica como biomarcadores tempranos poco invasivos del

desarrollo fetal.



Introduccion

El embarazo es un periodo de cambios anatémicos, bioguimicos, hormonales e
inmunitarios en la mujer para lograr el desarrollo de 6rganos fetales y estructuras
especializadas como lo es la placenta. En este periodo transcurren procesos
bioldgicos materno y fetales criticos para la evolucion del embarazo.

La exposicion a componentes tanto intrinsecos, como extrinsecos, modulan el
desarrollo fetal durante la vida intrauterina. Factores adversos, tales como: el
cigarrillo, alcohol, farmacos e incluso el estrés materno puede desencadenar el
desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas no transmisibles (ECNT) en la
vida adulta (Gluckman et. al., 2008; Neiger, 2017). No obstante, la investigacion en
dicho campo ha avanzado lentamente. Estudios recientes se han sumado para
determinar los mecanismos biologicos diversos que pueden estar interviniendo en
el desarrollo normal y patolégico del embarazo, asi como sus implicaciones en la
salud materna y fetal.

Actualmente, los investigadores y cientificos buscan identificar biomarcadores
potenciales que sean mas precisos y eficientes para el monitoreo del embarazo y la
deteccién temprana tanto de complicaciones y/o alteraciones en el desarrollo y
crecimiento fetal, como de la propia evolucién del embarazo. Todo ello es con la
finalidad de permitir una intervencion clinica oportuna y especializada a la mujer
embarazada, y asi, reducir los riesgos de complicaciones prenatales.

La deteccion de acidos nucleicos en biofluidos, como el plasma sanguineo, se
ha convertido en un campo de investigacion ampliamente explorado para
determinar futuros biomarcadores, que nos permitan esbozar los eventos
moleculares activos en un organismo. La evaluacion de transcritos circulantes en el
plasma materno es uno de los campos mas atrayentes en este sentido. Esto se
debe a que representa una forma menos invasiva de evaluar indirectamente sutiles
alteraciones en los diversos procesos biologicos presentes en la evolucion del
embarazo (Karin-Kujundzic et. al., 2019).

Dentro de los &cidos nucleicos circulantes mas estudiado hasta el momento
se encuentran los microRNAs (miRNAS), los cuales son secuencias cortas de RNAs

no codificantes (ncRNASs) de ~22 nucledtidos (nt), que regulan la expresion genética
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a nivel postranscripcional (Gebert & MacRae, 2019). Por un lado, debido a su funcién
como reguladores postranscripcionales, son un blanco importante de estudio en la
regulacion de la expresion génica en la célula (Goodall & Wickramasinghe, 2021).
Ademas, de poseer un gran potencial de biomarcacién en diferentes procesos
biologicos y patologicos (Taft, 2010) en la circulacion sanguinea, asi como, en otros
biofluidos.

Estudios previos, realizados por nuestro grupo de investigacion (Chavira-
Suarez et al., 2023), asi como, otras investigaciones identificaron una gran variedad
de transcritos en el plasma de las mujeres embarazadas, siendo los miRNAs la
clase mas abundante en muestras de plasma (Vashukova et al., 2021). Ademas,
hemos identificado la existencia de conjuntos diferentes o firmas de mMiRNAs
circulantes (c-miRNAs) especificamente asociados a la evolucion normal del
embarazo, entre ellas un conjunto de miRNAs correlacionado con indicadores de
crecimiento fetal (Chavira-Suéarez et al., 2023). Por lo cual, este estudio caracteriza
conjuntos de c-miRNAs altamente correlacionados con eventos relacionados con el

desarrollo placentario y crecimiento fetal.



Marco teorico

1. Generalidades de los ncRNAS

La expresion génica promueve la sintesis de proteinas necesarias para la funcion,
mantenimiento y supervivencia de las células que componen los tejidos y 6érganos
del cuerpo. Los factores de transcripcion son proteinas con funciones reguladoras
de la expresion génica. No obstante, estas proteinas no son las Unicas moléculas
capaces de regular la expresion de los genes. Existen diferentes tipos o clases de
RNAs, los cuales cumplen con funciones celulares especificas, entre ellas la
regulacion de la expresion génica. Es bien sabido que dentro de los diversos tipos
de RNAs estan los transcritos codificantes 0 RNA mensajeros (MRNA) que codifican
para proteinas y los RNAs de transferencia y ribosomales que participan en el
proceso de la traduccion del mRNA a proteina (Slaby & Calin Editors, 2016).

Hasta la fecha, los avances en el conocimiento sobre la regulacion de la
expresion genética por medio de los factores de transcripcion no han sido
suficientes para descifrar los efectos de inhibicién o activacién en la expresion de
los genes. Los desarrollos tecnolégicos recientes sobre la secuenciaciéon masiva y
el analisis en las dmicas han permitido identificar recientemente un nimero mayor
de moléculas de diversos tipos y caracteristicas entre las cuales destacan los RNAs.

La célula sintetiza diversos tipos de ncRNAs que no se encuentran
directamente asociados con el proceso de traduccion. Tales como los RNAs
MiRNAs, pequefios nucleares (SNRNAs), pequefios nucleolares (snoRNAs), RNAs
asociados a piwi (piRNAs) y RNAs de interferencia (SiRNAS) que cumplen funciones
criticas en la regulacion de la expresion génica (Esteller, 2011). La clasificacion de
los diferentes tipos de ncRNAs esta principalmente basada en la longitud de su
secuencia nucleotidica. Como por ejemplo RNAs largos no codificantes (INcCRNAS)
cuando la secuencia esta conformada por mas de 200 nt y sncRNAs cuando la
secuencia esta conformada por menos de 200 nt (Panni et. al., 2020).

1.1. RNAs circulantes
Dennis Lo y sus colaboradores fueron los primeros investigadores en reportar la

presencia de acidos nucleicos periféricos en el suero y plasma de mujeres
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embarazadas (Dennis Lo et. al., 1997). Este hallazgo despert6 un gran interés en el
estudio de los acidos nucleicos como potenciales biomarcadores de procesos
bioldgicos y patolégicos(Condrat et al., 2020).

Las evidencias Omicas actuales indican que, diferentes biofluidos estan
enriquecidos con una gran variedad de moléculas que previamente no habian sido
detectadas. De esta manera, el conocimiento sobre la transcriptomica en fluidos
corporales en hoy base de estudios para el entendimiento sobre el origen y
desarrollo de enfermedades multifactoriales (Godoy et. al., 2018).

A raiz de esto, se han presentado diversas teorias que plantean desde los
posibles mecanismos de secrecion hasta las posibles funciones de los transcritos
circulantes, como un método de comunicacién celular. Sin embargo, mas alla de
determinar la funcién de los acidos nucleicos circulantes, se ha planteado la
posibilidad de evaluarlos para ser utilizados como biomarcadores de diferentes
condiciones fisioldgicas y patologicas con miras de uso clinico (O’Brien et. al., 2018).

2. Generalidades de los miRNAS

El descubrimiento de los miRNAs surge como un hallazgo inesperado en la
busqueda de genes involucrados en el desarrollo larvario de Caenorhabditis
elegans. Victor Ambros y sus colaboradores en 1993, durante sus investigaciones
lograron identificar que la subexpresién de la proteina lin-14 era esencial para la
progresién del desarrollo larvario. Simultdneamente, observaron que la baja
expresion de lin-14 era dependiente de la transcripcion del gen lin-4. Sin embargo,
no lograron identificar un producto proteico derivado de este transcrito. En su lugar
identificaron dos transcritos pequefios de diferentes longitudes de 21 y 61
nucleétidos aproximadamente (Lee et. al., 1993).

Este grupo concluyd que uno de estos transcritos servia como precursor del
mas corto. Mas tarde, notaron que el transcrito de menor longitud presentaba
complementariedad antisentido a multiples sitios en la region no traducida 3' (UTR)
del gen lin-14. La complementariedad de ambos transcritos disminuye el producto
proteico de lin-14 (Bartel, 2004). Afilos mas tarde, un creciente nimero de estudios

identificaron caracteristicas particulares de este tipo de RNAs en diferentes
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organismos, desde nemétodos hasta humanos, dando origen a la categorizacion de
una nueva clase de RNAs reguladores a los que hoy conocemos como miRNA.

La rapida evolucion en el descubrimiento de los miRNAs da pie al surgimiento
de la base de datos miRBase (Griffiths-Jones, 2006). Este es el principal repositorio
publico para dar a conocer las secuencias y anotaciones de los miRNAs que se han
ido identificando con el paso del tiempo, asi, como para el registro de nuevas
secuencias e isoformas identificadas. En la actualidad, se han descrito 38,589
MiRNAs en 271 organismos diferentes. A la fecha, han reportado 1,917 precursores
de miRNAs que dan origen a 2654 secuencias maduras anotadas para el humano
(Griffiths-Jones, 2006).

miRBase cuenta con una serie de reglas de nomenclatura que determina las
pautas para la anotacion de estas secuencias (Griffiths-Jones, 2006). De acuerdo
con ello, cada secuencia es identificada con un namero, el cual se asigna de
acuerdo con el orden de descubrimiento de la secuencia. Ademas, se agrega un
prefijo, que consiste en una abreviacién de 3 o 4 letras para designar la especie. En
el caso de las anotaciones para el humano corresponden a 'hsa’ (Homo sapiens)
seguido de la etiqgueta 'miR' para la secuencia madura. Cabe destacar, que los
mMiRNAs se originan a partir de un transcrito precursor, que posteriormente es
modificado para generar su forma madura, por lo que, miRBase hace una distincion
entre estos transcritos con la letra R de la etiqueta 'miR’ por lo que utiliza la letra en
mindscula como 'mir' para referirse al transcrito precursor. Finalmente, se le
adiciona la terminacion 3p o 5p, en funcién de la direccionalidad de la cadena que
le da origen al miRNA maduro. A la secuencia resultante del extremo 3" se le asigna
la terminacion 3p mientras que a la secuencia del extremo 5” tiene la terminacién
de 5p (Griffiths-Jones, 2006).

A pesar de que se han identificado una gran cantidad de nuevos miRNAs,
siguen presentandose las incognitas sobre su participacion reguladora en las
funciones biolégicas. Hasta el momento, se sabe que los mMIRNAs estan
involucrados en la regulacion génica postranscripcional y que tienen un papel

fundamental en los procesos biologicos esenciales de la célula incluyendo
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proliferacion, diferenciacion, metabolismo y crecimiento como los mas reportados
(Gebert & MacRae, 2019).

2.1. Biogénesis y funcion de los miRNAs
Los miRNAs inician su biogénesis en el nacleo, donde la RNA polimerasa Il (pol )
comienza con la transcripcion del DNA para sintetizar un transcrito primario que
posteriormente se transformaran en el miRNA activo. Estos pueden originarse a
través de intrones y/o exones de regiones codificantes (intragénicas) o de regiones
no codificantes (intergénicas), por lo que, su ubicacion en el genoma es muy
diversa. Sin embargo, se sabe que la mayor parte de los miRNAs identificados hasta
el momento se encuentran en regiones intergénicas.

Aunque se han descrito diferentes mecanismos por los cuales se pueden
sintetizar los miRNAs. La via canoénica consta de multiples fases en diferentes
compartimentos celulares como se ilustra en el Esquema 1. comienza con la
transcripcion en el nucleo principalmente por la pol I, y en casos particulares la
transcripcion es mediada por la RNA polimerasa Ill (pol Ill). Derivado de este
proceso se obtiene un primer transcrito que consiste en una secuencia larga con
una estructura de horquilla. El transcrito es denominado como miRNA primario (pri-
miRNA) (O’Brien et. al., 2018).

Una vez sintetizado el pri-miRNA es escindido en el nacleo por un complejo
multi-proteico denominado como complejo microprocesador que esta conformado
por la ribonucleasa Ill (Drosha) y la proteina de la region critica del gen 8 del
Sindrome de DiGeorge (DGCRS). El pri-miRNA es reconocido por una molécula de
DGCRS8, mientras que una segunda proteina DGCR8 permite mantener fija la
estructura sujetada por el tallo de doble cadena del pri-miRNA. Una vez ensamblado
el complejo la proteina efectora Drosha puede cortar con precision los extremos 5y
3’, reconociendo el punto de corte por estar constituido de pequefias secuencias de
cadena sencilla. De este proceso deriva una nueva estructura transitoria
denominada precursor de miRNA (pre-miRNA). Se caracteriza por tener un grupo
fosfato en la terminacion 3y 2 nucleétidos sobresalientes en el extremo 5°. Cabe

mencionar, que Drosha pueden generar variaciones en la secuencia del miRNA
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resultante por cortes alternativos variando el espaciado entre el corte realizado,
dando lugar a formas isoméricas conocidas isomiRs (Gebert & MacRae, 2019).

La estructura madura del miRNA se lleva a cabo en el citoplasma, por lo que
el pre-miRNA es transportado fuera del nucleo. Para ello, se forma un complejo
transportador integrado por la exportina 5 (XPO5) y Ran enlazado a GTP (RanGTP).
Fuera del nucleo el pre-miRNA es reconocido por la ribonucleasa Ill Dicer donde se
realiza una segunda escision para eliminar la estructura de bucle. La actividad de
Dicer es regulada por la proteina de union a RNA TAR (TARBP) y por la proteina
activadora de interferén inducida por quinasas (PACT). El producto resultante son
dos secuencias complementarias cortas, cuya longitud es propia de cada especie
(Daly & Driscoll, 2017).

Ambas secuencias son miRNAs maduros, no obstante, solo una de ellas es
seleccionada por la proteina efectora, mientras que la otra secuencia es degradada.
La proteina efectora que selecciona al miRNA maduro es una de las proteinas de la
familia Argonauta (AGO). En los humanos existen cuatro proteinas argonautas
(AGO 1-4) y el ensamblaje es mediado por la maquinaria de proteinas chaperonas
Hsp70 / Hsp90 (Kobayashi & Tomari, 2016). La eleccion de la hebra 3p o 5p cargada
por AGO2 esta en funcion de la estabilidad termodinamica de la secuencia. Ademas,
presenta preferencia por la secuencia cuya terminacién 5 sea Adenina (A) o Uracilo
(U) (Gebert & MacRae, 2019). Sin embargo, también se ha observado que la
proporcién de hebras 5p o 3p cargadas por AGO puede presentar una gran
variacion segun el tipo de célula o el entorno celular (O’Brien et. al., 2018).

Los miRNAs presentan una region comprendida entre los primeros 2-8 nt de
la secuencia del extremo 57, que se definen como regién semilla. Los miRNAs y su
MRNA mensajero blanco no necesariamente requieren presentar una
complementariedad perfecta entre ambos, sin embargo, una complementariedad
perfecta o muy alta de la region semilla permite un mejor reconocimiento del mMRNA.
Ademas, estudios in silico han demostrado que la presencia de una adenina
flanqueando ambos lados de la region semilla aumenta la estabilidad de la union

MiIRNA-MRNA (McGeary et al., 2019) es por ello por lo que muchos autores agrupan
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a los miRNAs de acuerdo con la similitud que existe entre sus secuencias semillas
(Wahid et. al., 2010).
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Esquema 1. Biogénesis y secrecion de los miRNAs
La biogénesis de los miRNAs comienza con la transcripcion en el nacleo del gen del miRNA seguido

de una serie de incisiones del transcrito primario para formar un precursor. Posteriormente la proteina
AGO realiza una seleccién de la cadena guia y la transporta a su sitio de acciéon; generalmente el
MRNA asociado a ese miRNA. Ademas, se puede liberar a la matriz extracelular a partir de diferentes
mecanismos de secrecién como necrosis, apoptosis, asociado a lipoproteinas y AGO2 o hien a

través de microvesiculas.

2.2. Los miRNAs como reguladores de la expresion génica
La principal funcion de los miRNAs se centra en el silenciamiento genético a través
de la represion postranscripcional del mRNA. Este proceso, se desarrolla al inhibir
la traduccién, por un mecanismo efectuado por el complejo silenciador inducido por
mMiRNAs (miRISC) que esta integrado por el miRNA maduro y su proteina argonauta
(O’Brien et. al., 2018).
El miRISC reconoce su blanco por complementariedad de bases entre la

region semilla del miRNA y la region UTR 3’ del mRNA. No obstante, se ha
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observado que el miRNA también puede reconocer secuencias en diferentes
regiones del cuerpo del mMRNA (Xu et. al., 2014) tales como la region codificante
(Plotnikova et. al., 2019).

Como se ha mencionado la region de reconocimiento o semilla que consta de
los nucleotidos 2-8 de la secuencia del miRNA, es decir, es una region muy
pequefia, por lo tanto, existe una gran variedad de emparejamientos de miRNA-
MRNA. De este modo, tanto un miRNA puede regular una gran cantidad de mRNAs
como un mismo mRNA puede ser regulado por multiples miRNAs. Ademas, estos
pueden reconocer a su blanco por complementariedad de bases de los nucleétidos
13 a 16, conocida como region suplementaria (Gebert & MacRae, 2019).

Una vez reconocido el mRNA blanco se produce el silenciamiento génico por
dos mecanismos de acciéon. Por un lado, se reprime el proceso de traduccién del
MRNA al impedirse el acceso de la maquinaria traduccional en la region UTR 3’. Por
otra parte, se lleva a cabo la degradacion del mRNA. La degradacién se puede
realizar directamente por la proteina AGO, o bien, la AGO puede iniciar el
reclutamiento de proteinas de degradacion. En el humano Unicamente AGO2
presenta actividad de endonucleasa (Jo et. al., 2015).

Los otros miembros de la familia AGO igualmente pueden inducir la
degradacion del mRNA, a través del reclutamiento y ensamblaje de la maquinaria
de degradacién. Este reclutamiento proteico comienza con la familia de proteinas
GW182; TNRC6A, TNRC6B y TNRC6C (Niaz & Hussain, 2018) y la proteina de union
a poliadenilato citoplasmatica (PABPC) (Schafer et. al., 2019). Las cuales serviran
como marcaje del blanco y se encargaran de reunir proteinas efectoras tales como:
el complejo de deadenilasa PAN2-PAN3 y el complejo represor de catabolito de
carbono 4 negativo (CCR4-NOT) (Behm-Ansmant et. al., 2006) que actuaran en la
deadenilacion de la cola de poli A. SimultAneamente, se lleva a cabo la decapitaciéon
del mRNA por el complejo de enzimas decapitadoras de mRNA DCP1-DCP2
(Mugridge et. al., 2016) produciendo la desestabilizacidon molecular del mMRNA. Con
ello, se produce una degradacion rapida de la secuencia por la exoribonucleasa 1
(XRN1) (Gebert & MacRae, 2019).
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El 66 al 90% de los mMRNAs que son sintetizados en la célula se regulan por
RISC (Gebert & MacRae, 2019). Principal razon por la cual se asume que los miRNAs
actian Unicamente como silenciadores de la expresion génica. Estudios
experimentales recientes han determinado que AGO2 y la proteina 1 relacionada
con el sindrome de retraso mental X fragil (FXR1), estan involucrados en la
regulacion génica positiva inducida por miRNAs dependiente de la fase del ciclo
celular. En el citoplasma se han identificado elementos conocidos como cuerpos p,
que estan compuestos de una gran variedad de proteinas reguladoras. Entre ellas
AGOZ2 y FXR1, quienes se asocian con elementos ricos en AU (ARE) altamente
conservados en la region UTR 3’ para activar la traduccién. No obstante, éste es un
campo de investigacion que se encuentra aun en desarrollo (Vasudevan & Steitz,
2007). Es de vital importancia en la interpretacion de resultados de los estudios con
mMiRNAs que estos no solo participan en la regulacion postranscripcional de los
genes, si no, que también pueden estar activando su expresion.

2.3. Aplicacion de los miRNAs como biomarcadores

Los miRNAs que se conocen actualmente se encuentra altamente caracterizada en
el entorno intracelular. Sin embargo, se ha visto que ademas de desempefiar un
importante papel como regulador de la expresion génica dentro de las células, los
mMiRNAs se han encontrado presentes en una gran diversidad de fluidos biol6gicos,
tales como: suero, plasma, lagrimas, orina, leche materna, lavado broncoalveolar,
liquido cefalorraquideo, semen, liquido amniético, entre otros. Su presencia en
estos fluidos corporales sugiere que los c-miRNAS son secretados y pueden ser un
reflejo de los eventos celulares acontecidos en los tejidos colindantes (Godoy et. al.,
2018).

Bajo esta premisa, numerosos estudios gendmicos se han dedicado a
caracterizar el perfil de expresién de miRNAs en biofluidos en diferentes condiciones
fisiopatoldgicas. De este modo, se han determinado irregularidades en el patron de
expresion de una gran variedad de miRNAs que se han asociado a diferentes
patologias tales como: diabetes Mellitus, cancer, enfermedades cardiacas y
neurodegenerativas y en diferentes complicaciones perinatales (Wu et. al., 2021;
Zhao et. al., 2013).
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3. Fisiologia del embarazo

El embarazo es un periodo en el que acontecen diversos eventos biolégicos a nivel
molecular que involucran variaciones sistémicas en la mujer para mantener el
adecuado crecimiento y desarrollo del feto. No obstante, en la actualidad dichos
eventos aun no se encuentran completamente caracterizados (Soma-pillay et. al.,
2016).

Clinicamente se considera que la evolucion a término del embarazo presenta
una duracion aproximada de 280 dias. La manera de contabilizar el inicio del
embarazo es a partir del primer dia de la ultima fecha de menstruacién y es el
método primario por el cual se calcula la edad gestacional o0 semanas de gestacion
(SDG). No obstante, a nivel celular el desarrollo comienza el dia de fecundacion del
ovocito por el espermatozoide (Posfai et. al., 2019).

En este momento la mujer genera una respuesta sistémica coordinada entre
sus diferentes Organos para sostener el embarazo, ya sean, endocrinos,
metabdlicos, inmunoldgicos, o cardiovasculares (Hu & Pasca, 2016; Sanghavi &
Rutherford, 2014). Dentro de los cuales destacan los cambios morfolégicos en el
Gtero para albergar al feto en desarrollo (Pijnenborg et. al., 2006), el aumento del
gasto cardiaco, disminucion de la resistencia vascular, aumento en el volumen
globular y plasmético y disminucién de la capacidad pulmonar total por la elevacién
del diafragma, entre otros cambios fisiologicos (Soma-Pillay et. al., 2016).

La aportacién nutricional de la madre al feto exige una mayor ingesta tanto de
macro como de micronutrientes, incluidos mayores requisitos de proteinas, hierro,
calcio, acido félico y otras vitaminas y minerales. Asimismo, los niveles séricos de
colesterol y triglicéridos aumentan, para elevar la biodisponibilidad de glucosa sérica
para el feto, todo ello estrictamente modulado por la placenta (Sun et. al., 2020).

3.1. Desarrollo embrionario y fetal

La gestacién en los humanos comienza desde la fecundacion del ovocito por
el espermatozoide para dar lugar a un cigoto diploide. Comienza con un proceso
proliferativo duplicando el nimero celular por multiples segmentaciones del cigoto

a los que denominamos blastomeros (Milewski & Ajduk, 2017). Una vez alcanzada la
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segmentacion de 32 blastomeros, estos se compactan entre si sin cambiar el
tamafo del embrién y reciben el nombre de morula (Georgadaki et. al., 2016).

La moérula a traviesa un proceso de polarizacion de las células externas
comenzando a dar origen a las primeras dos estructuras del blastocito el
trofoectodermo (TE) compuesto por células polarizadas y la masa compacta de
células internas (MCI) no polarizadas (Posfai et. al., 2019). Finalmente, ocurre un
proceso morfolégico llamado cavitacion por el cual los blastbmeros se compactan
para formar una cavidad compuesta por liquido, el blastocele. En este momento el
embrion es denominado como blastocito (Gerri et. al., 2020).

Una vez completada la etapa de fecundacién, el blastocito comienza su
migracion para continuar su desarrollo en el Utero, después de la implantacion.
Durante este periodo se desarrollan un gran numero de eventos celulares y
moleculares principalmente de proliferacion y diferenciacion para la formacion de
los tejidos propios del embrion y los extraembrionarios (Gerri et. al., 2020). No
obstante, esta etapa crucial en el desarrollo embrionario ha sido poco explorada en
el humano debido a cuestiones éticas. Por lo que, el entendimiento de estos eventos
es muy limitado, basandonos Uunicamente en modelos de células madre y cultivos in
vitro para simular la implantacion y las etapas posteriores de la embriogénesis
(Ojosnegros et. al., 2021; Semi & Takashima, 2020).

Debido a los diferentes niveles hormonales de estr6genos y progesterona
durante la implantacién, el endometrio sufre numerosos cambios moleculares,
morfologicos e histoldgicos, para la recepcion del ovocito fecundado (Kim & Kim,
2017). Una vez establecido el primer contacto entre el blastocito y el endometrio
comienza el proceso de implantacién el cual se ha clasificado en tres etapas
principales: la aposicion, adhesion e invasion (Ochoa-Bernal & Fazleabas, 2020).

Durante la aposicién se establece el primer contacto fisico, donde se establece
el contacto con las membranas celulares receptivas de las células apicales del
endometrio y el blastocito. De manera general, el blastocito se posiciona en contacto
con el endometrio. No obstante, cuando este contacto no se dé en esta posicion, la
MCI se movera dentro del blastomero para obtener la orientacion adecuada. De esta

manera, comienza el proceso de adhesién, entre las células trofoblasticas del
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blastocisto y las células endoteliales del endometrio estableciendo asi el primer
puente de comunicacion molecular entre la madre y el embrién (Ojosnegros et al.,
2021b).

En la etapa de invasion las células trofoblasticas del blastocisto penetran en el
endometrio uterino e invaden el estroma endometrial para alcanzar los vasos
sanguineos maternos. Para ello, se activan vias de degradacion de la matriz
extracelular, donde participan diferentes gelatinasas y metaloproteinasas (MMP),
que permiten al trofoblasto invadir las diferentes capas celulares del endometrio
(Jia-Yu Zhu et. al., 2012). Al mismo tiempo las células trofoblasticas van sufriendo
un proceso de diferenciacion dando origen al sincitiotrofoblasto (STB), mientras que
las células trofoblasticas que rodean la MCI se denominan citotrofoblastos (CTB)
(Ojosnegros et al., 2021b).

A medida que el proceso de implantacién avanza, el CTB también sufre un
proceso de diferenciacién por el cual se da la formacién de dos capas celulares
conocidas como hipoblasto y epiblasto, que méas adelante daran origen al ectodermo
y al endodermo respectivamente. Esta estructura de disco plano es conocida como
disco embrionario bilaminar, dentro de la capa epiblastica se genera un hueco que
dard origen a la cavidad amnidtica. Mientras que las células hipoblasticas que
tapizan el blastocele dan origen al saco vitelino primario (West et. al., 2019).

Mas adelante en el desarrollo embrionario alrededor de la tercera semana de
gestacion, se genera la diferenciacion de tres tipos celulares distintos: el
mesodermo, el endodermo y el ectodermo, en un proceso conocido como
gastrulacion (Muhr & Ackerman, 2022). Una vez se encuentra bien definido el disco
embrionario trilaminar comienza un proceso de plegamiento que da pie al desarrollo
de la organogénesis.

Durante el transcurso de la tercera semana de gestacion el primer sistema en
desarrollarse es el sistema circulatorio a partir del mesodermo (Rossi et al., 2021).
Aparecen los primeros vasos sanguineos fetales. Al finalizar la cuarta semana de
gestacion, las cuatro cavidades del corazén se han establecido. No obstante, es
alrededor de la sexta semana cuando comienza a establecerse el flujo sanguineo.

Simultaneamente, se forma la placa neural que posteriormente se pliega para
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formar el tubo neural, cerrdndose al concluir la cuarta semana de gestacion (Zhai et
al., 2022).

En la octava semana de gestacion se han desarrollado la mayor parte de los
diferentes 6rganos y sistemas del feto (Amadei et al., 2022). La transicion del
periodo embrionario al periodo fetal ocurre en la novena semana de gestacion. En
este momento el feto entra en un periodo de crecimiento y maduracion. No obstante,
un namero importante de érganos contindan con su desarrollo a lo largo del periodo
fetal, como: el sistema nervioso central (SNC), el tracto urinario y los pulmones
(Amadei et al., 2022).

Los estudios del desarrollo fetal en humanos se han visto limitado
practicamente a la medicion de datos clinicos (Gaccioli et al., 2017). Dentro de los
cuales los mas relevantes son las antropometrias fetales obtenidas a través de la
ultrasonografia. De esta manera, se puede evaluar el crecimiento del feto conforme
avanza el embarazo de forma no invasiva.

Durante el primer trimestre de gestacion se comprueba la viabilidad
embrionaria y/o fetal, la cual, se refiere a la presencia de la actividad cardiaca al
momento de la medicién; se mide el diametro medio del saco gestacional (DMSG),
o bien, la longitud craneo-rabadilla (LCR) solo en presencia del feto, para determinar
la edad gestacional. Adicionalmente, de ser posible en el primer trimestre también
se realizan mediciones del didmetro biparental y la circunferencia ceféalica, ademas,
de la evaluacion de estructuras anatomicas tales como: la cabeza, el cuello, el
rostro, la espina, el pecho, el corazén, las extremidades, la placenta y el cordén
umbilical. No obstante, estas mediciones se realizan hasta después de la treceava
semana de gestacion. Ademas, de acuerdo con las politicas de salud vigentes
puede realizarse el tamizaje de aneuploidias por la medicion de translucencia nucal
(Salomon et al., 2019).

Durante el embarazo medio y tardio se incluyen las mediciones de
circunferencia abdominal (CA), la longitud del fémur (LF), estimacion del peso fetal,
volumen de liquido amniotico, y movimientos fetales. Del mismo modo, se realiza

nuevamente las evaluaciones sefialadas anteriormente para el primer trimestre, de
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una manera mas detalla para la evaluacion de estructuras anatomicas y de la
descripcion de la apariencia y la localizacion de la placenta (Salomon et al., 2019).

No obstante, hasta el momento se ha observado que la medicion de biometrias
fetales y placentarias, a pesar de ser una poderosa herramienta para esbozar el
desarrollo del embarazo, concretamente del feto, su funcionalidad queda restringido
a evaluar el crecimiento fetal (Arenas et al., 2005; DeVilbiss et al., 2020). Ademas,
esto presenta grandes limitaciones, debido a sesgos en las mediciones,
imprecisiones para determinar rangos normales de crecimiento de acuerdo con
diferentes poblaciones y aun mas importante, las anomalias observadas por USG
se ven limitadas a alteraciones morfologicas o del crecimiento que solo son
perceptibles cuando el dafio es demasiado grande (Kumar et al., 2017).

3.2. Desarrollo placentario

La placenta es un 6rgano derivado del desarrollo embrionario, su formacion se
ha categorizado en dos etapas; la etapa pre-vellositaria y vellositaria. A su vez, la
etapa pre-vellositaria se divide en la fase prelacunar y lacunar. Durante la primera
fase se desarrolla la implantacion del blastocito, donde las células polares del TE
adyacente a la MCI comienzan a invadir el epitelio endometrial, el cual a partir de
este momento recibe el nombre de decidua. Las células trofoblasticas invasoras se
fusionan entre si para formar un sincitio primario.

En el momento en que el blastocito esta completamente incrustado en la
decidua y se encuentra cubierto por el tejido epitelial externo, comienza la fase
lacunar. Durante esta fase aparecen espacios compuestos por liquido que se
expanden y fusionan seccionando la masa sincitial por la formacién de trabéculas.
Por otra parte, durante la etapa vellositaria el CTB prolifera hasta atravesar el sincitio
primario y establecer contacto con la decidua. A su vez, se comienzan a formar
ramificaciones que daran lugar a las vellosidades coridnicas, de modo que las
lagunas se convierten en el espacio intervelloso. Mientras que células individuales
de CTB invaden la decidua convirtiéndose en el citotrofoblasto extravelloso (CEV).

El STB recubre la cara exterior de las vellosidades placentarias y establece
contacto con los vasos sanguineos y glandulas secretoras maternos. De esta

manera, se establece el medio de comunicacién entre la madre y el feto a través del
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intercambio de nutrientes, gases, hormonas y diferentes productos de desecho. Con
la finalidad de abastecer al feto y asimismo con los requerimientos necesarios para
su desarrollo. Es por ello, que el STB cuenta con una extensa gama de proteinas
transportadoras de glucosa, aminoacidos y otros nutrientes tanto en sus
membranas apicales como basales. Ademas, cuentan con una gran cantidad de
receptores de hormonas y estimulos de crecimiento, ademas de expresar
receptores Fc neonatales (FCRn) que permiten el transporte de anticuerpos de la
circulacion materna a la circulacion fetal.

El desarrollo de placenta en euterios es considerado un simbolo evolutivo que
permite a estos animales diversos beneficios que procuren su supervivencia, tales
como: la protecciéon contra fluctuaciones ambientales, depredadores, el suministro
constante de nutrientes, entre otros factores, aunque esto implica un alto cargo
fisiolégico en la salud materna.

En este sentido se han identificado grupos de miRNAs altamente asociados
con el desarrollo placentario entre ellos los miRNAs del cromosoma 14 (C14), se
encuentra ubicado en el loci 14932. Su expresion se encuentra ligada a la impronta
materna y se ha encontrado principalmente expresado en tejido placentario y
embrionario. La placenta humana presenta una mayor expresion en el embarazo
tardio de este grupo de miRNAs. Ademas, es altamente conservado a través del
tiempo en mamiferos placentarios.

Por otra parte, los miRNAs del cromosoma 19 (C19) ubicados en el loci
19913.41 del humano, su expresion esta ligada a la impronta paterna y se expresa
casi Unicamente en el tejido placentario. Presenta una alta expresion en etapas
tempranas de la gestacién por lo que se ha asociado primordialmente al desarrollo
temprano de la placenta. Estudios ortolégicos han demostrado que su expresion se
reduce Unicamente a primates. Ademas, estudios de transfeccién en ratos han
demostrado, que su alta expresiéon esta altamente vinculada con el arreglo tisular
gue presenta la placenta en los primates y un tamafio mas grande. Ademas, se ha
demostrado como su inhibiciobn en diferentes cultivos celulares de trofoblasto

interfiere con el proceso de migracion e invasion del trofoblasto.
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Planteamiento del problema

En la actualidad, no se sabe con certeza cuales son los diferentes eventos
biolégicos que se desarrollan a lo largo del embarazo, ni la forma en que estos se
modulan entre si para el mantenimiento del embarazo. Ademas, un numero
creciente de estudios ha demostrado que el desarrollo de complicaciones perinatal
no esta ligadas a un solo agente causal, es decir, derivan de eventos multifactoriales
que conllevan el desarrollo de condiciones patologicas durante el embarazo que
afectan tanto la salud de la madre como la del feto.

En general en los paises de bajos ingresos prevalecen altos indices de
mortalidad materna principalmente asociados a infeccién y hemorragias o a otras
complicaciones relacionadas con la limitada atencion prenatal que recibe la mujer
durante la gestaciéon y el parto (OMS, 2019). No obstante, aun en paises
desarrollados y en desarrollo siguen presentandose altos indices de mortalidad
materna y de complicaciones perinatales (Say et. al., 2014).

Ademas, cerca de dos millones de bebés nacen muertos cada afio en el
mundo. A pesar de que las cifras estiman que al igual que la mortalidad materna, el
87% de las muertes fetales se producen principalmente en paises de bajos ingresos,
debido a los limitados servicios de salud disponibles (OMS, 2020a). Es evidente que
un porcentaje importante de ellas no tienen una causa concreta que desencadene
la muerte fetal. Sin mencionar, que ademas de las pérdidas fetales, prevalece un
alto indice de muertes neonatales y estados de salud inadecuados para el feto tanto
en el embarazo como en los primeros dias de vida (OMS, 2020b).

Los datos anteriores reafirman lo que varios investigadores han postulado
desde hace varias décadas sobre el desarrollo de complicaciones perinatales en la
mujer y el desenlace adverso del feto al nacer como: cuestiones de etiologia
multifactorial, cuyo desarrollo depende de factores intrinsecos y extrinsecos, tales
como el ambiente, la dieta, exposicion a contaminantes, estrés y el propio genoma
aunado a sus multiples mecanismos de regulacion.

Por lo tanto, en los ultimos afios ha aumentado el interés por determinar

posibles biomarcadores poco invasivos capaces de monitorear el desarrollo

24



saludable del embarazo con precision desde etapas tempranas de la gestacion. El
objetivo de este estudio es determinar la asociacion de una firma de c-miRNAs con
el desarrollo fetal y placentario. Al mismo tiempo, evaluaremos sus patrones de
expresion a lo largo del embarazo, asi como, una estimacion de los diferentes
procesos bioldgicos que estén interviniendo en el desarrollo del embarazo normal y

gue podemos observar reflejados en los c-miRNAs.
Objetivos

Determinar como los c-miRNAs maternos correlacionados con estimadores de

crecimiento fetal estan asociados con el desarrollo fetoplacentario
Objetivos particulares

= Validar si la firma de crecimiento fetal permite estimar indicadores de

crecimiento fetal (longitud de fémur).

= Determinar si la firma de crecimiento fetal se correlaciona con c-miRNAs de

funcion y/o expresion en placenta.

» |dentificar los blancos génicos de la firma de crecimiento, los procesos

biolégicos y vias de sefalizacion principales de los blancos.

Hipotesis
Los patrones de expresion de los c-miRNAs de la firma de crecimiento fetal estan

asociados a procesos del desarrollo fetoplacentario

Metodologia

Para los analisis presentados en este trabajo, se emplearon datos de expresion de

c-miRNAs en el plasma de mujeres embarazadas. Estudios previos realizados por
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la Unidad de Vinculacién Cientifica-Facultad de medicina (UVA-FM) del Instituto
Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN), determinaron el transcriptoma de
sncRNAs en diferentes puntos temporales de un mismo grupo de mujeres

embarazadas por secuencia de nueva generacién (Hernandez, et. al., 2021.).

Recoleccion de muestras

Se seleccionaron 8 mujeres embarazadas de la Cohorte Perinatal de la CDMX
construida en el Hospital General “Dr. Enrique Cabrera”. Para las mujeres incluidas
en el estudio se realiz6 un muestreo por trimestre de gestacion y se incluyeron
Gnicamente a las mujeres con embarazos normo evolutivos, con una edad entre 19-
35 afios y pardmetros bioquimicos dentro de los limites de referencia de acuerdo
con la edad gestacional, que presentaran un producto Unico de gestacion y con un
seguimiento clinico desde la decimoctava semana de gestacion. Se descartaron
mujeres que desarrollaran complicaciones perinatales, que presentaran pruebas
bioquimicas fuera de los limites de referencia, embarazo gemelar o que refirieron el
consumo de agentes nocivos para la salud durante el periodo de estudio. Todos los
embarazos fueron a término (> 37 SDG) y sus bebes presentaron peso y talla
adecuados para la edad gestacional, de las 8 mujeres 5 tuvieron bebes de sexo

femenino y de 3 de sexo masculino.

Extraccion de RNA y datos de secuenciacion

El RNA total se extrajo a partir de 2 mL de plasma materno por trimestre de
gestacién por la técnica de Trizol-cloroformo. Para la construccion de la biblioteca
se empled el kit NEXTflex Small RNA-Seq v3 (Bioo Scientific) y se corrobor6 su
integridad por TapeStation de Agilent Technologies. La secuenciacion se realiz6 en
la Unidad de Alta Tecnologia (UAT) de Secuenciaciéon del INMEGEN en la
plataforma de NextSeg500 llumina durante 150 ciclos de lectura unica (lllumina,
2019).

La alineacion y el analisis de los datos de secuenciacion se procesaron a partir
de archivos FASTQ sin procesar. Para el control de calidad de las secuencias por
FastQC, se empled un criterio de calidad de 30 en la escala Phred score (Babraham
Bioinformatics, 2020). Para el corte de adaptadores se utilizO el programa
computacional de Cutadapt v.1.10 (Marcel, 2020). EI alineamiento de las
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secuencias se realizé en BWA; v.0.7.12 (H. Li & Durbin, 2010) empleando el genoma
de referencia humano Hg38p12. Se determind el perfil de anotacion para miRNAs
con miRDeep2 (Friedlander et. al., 2012) con miRBase como base de referencia.

Los conteos de las lecturas para todas las muestras se normalizaron por cuantiles.

Recopilacion de datos clinicos

La recopilacion de datos clinicos consistio en las siguientes variables: edad,
talla, peso pregestacional (Peso-pg), peso por trimestres de gestacion, indice de
masa corporal pregestacional (IMC-pg) y tensién arterial (TA). Por otra parte, dentro
de los datos sociodemograficos se considerd la escolaridad, etnia, estado civil,
toxicomanias reportadas, actividad econdémica e historial obstétrico. Finalmente se
consideraron los niveles de glucosa y el perfil lipidico (triacilglicéridos, colesterol,
HDL, LDL) dentro de los limites de referencia de acuerdo con la edad gestacional y

grupo de estudio (Abbassi-Ghanavati et. al., 2009).

Validacion de la firma de c-miRNAs con indicadores del crecimiento fetal

La firma esta constituida por seis c-miRNAs correlacionados positivamente con
indicadores de crecimiento fetal (LF y PFE). Para validar la firma de los c-miRNAs
asociados con longitud de fémur y peso estimado fetal, se realiz6 un andlisis de
random forest. Para ello, se examinaron un total de 588 miRNAs identificados en el
plasma de mujeres embarazadas y se evalué la capacidad de cada uno de ellos en
la estimacion de valores de LF. Posteriormente se compar6é si la firma de
crecimiento fetal previamente establecida se encontraba significativamente
enriquecida entre los miRNAs de importancia en el modelado de random forest para
la estimacién de LF.

Asociacion entre miRNAs del C14 y C19 con firma de CF

Con el proposito de determinar si los miRNAs de la firma de CF se encontraban
significativamente enriquecidos entre el grupo de miRNAs del C14 y C19. Se
determind la superposicion de la firma de crecimiento fetal con cada uno de estos
conjuntos, simultaneamente se realizo esta misma prueba un millébn de veces con
conjuntos de miIRNAs aleatorizados y se calculd la probabilidad de que estos
presentaran una superposicion igual a la encontrada con la firma de crecimiento

fetal.
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Adicionalmente, se calcul6 el coeficiente de correlacion de Spearman que
presentan los miRNAs de C14 y C19 con datos de peso fetal estimado y LF.
Posteriormente, se determind su correlacion media. Para determinar si esta
correlacion era significativa se calcularon coeficiente de correlacion de Spearman
con muestras de miRNAs aleatorias y determindé la correlacién media de cada una
de estas muestras randomizadas. El ensayo se realiz6 un millén de veces y se

calculo el valor de significancia de la prueba.

Determinacion de blancos génicos

Para determinar los blancos génicos de los miRNAs que integran la firma de
crecimiento fetal, se consulté la base de miRTarBase 9.0 v22 (Huang et. al., 2020),
este es un repositorio publico de datos curada manualmente que integra los blancos
génicos validados experimentalmente para los diferentes miRNAs identificados
actualmente. De este modo, conjuntamente identificamos a todos los blancos
génicos en donde exista evidencia en la que se demuestre la regulacién de un
blanco por al menos uno de los miRNAs de la firma de crecimiento fetal, C14 y C19.
Adicionalmente, filtramos el total de blancos anotados, utilizando un criterio de fuerte
evidencia experimental, que consistié en conservar aquellos blancos génicos que
fueran validados por al menos una de las siguientes técnicas: Western-Blot, gRT-

PCR y ensayos de reporte de luciferasa o GFP (Green Fluorescent Protein).

Red de interaccién proteina- proteina

A partir de los blancos identificados se construyé una red de interacciones
proteina-proteina (IPP), empleando interfaz gréafica disponibles en la base de datos
de STRING 11.5 (Szklarczyk et. al., 2021). Para la construcciéon de la red se
consultaron Unicamente aquellas interacciones fisicas que presentaran evidencia
experimental.

Para determinar la significancia de las interacciones detectadas en la red IPP
se realiz0 una prueba independiente a la proporcionada en la interfaz de STRING,
esta consistio en determinar la proporcion de interacciones que conforman la red
entre el nimero maximo de interacciones posibles dado el nimero de proteinas que
la conforman. Para ello, se consultaron aquellas interacciones fisicas con evidencia

experimental reportadas en la base de datos de STRING con un score minimo de
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interaccion de 0.400. Simultdneamente se calculdé el nimero méaximo de

. . . . L nProteinas®—nProteinas
interacciones posibles bajo la siguiente formula: IPPB,,4, = - > l

Posteriormente, se determind la relacion de IPP presentes en la red
(IPP/IPPmax). Finalmente, se realiz6 una prueba numérica, en la cual se
determinaron 10, 000 conjuntos aleatorios de miRNAs, para cada uno de ellos se
determinaron sus blancos génicos y posteriormente sus productos proteicos. Una
vez determinados se calcul6 la proporcion de IPP presentes en cada red. Con base
en esto se construyd una distribucion de proporciones de IPP y se determiné la
probabilidad de que la red construida con los productos regulados a partir de la firma
de CF fuera més alta que las proporciones de IPP de redes aleatorias.

Para determinar el sesgo de la proporcion de IPP entre redes construidas a
partir de productos proteicos aleatorios contra productos proteicos regulados por
uno o mas miRNAs en comudn. Se empleo la estrategia implementada
anteriormente, apoyandonos de los datos recopilados en la base de datos de
miRTarBase y TargetScas. Esta consistio en determinar los blancos génicos para
cada uno de los miRNAs anotados en estas bases, en el caso de miRTarBase se
emplearon tanto el total de blancos anotados por miRNA, asi como, aquellos
blancos que presentaran fuerte evidencia experimental. En el caso de TargetScan,
Unicamente se evaluaron los blancos génicos que presentaran un score de contexto
dentro del percentil 90. En todos los casos se construyd una distribucion aleatoria
basada en blancos génicos aleatorios y blancos génicos predichos por miRNAs, ya
sean con evidencia experimental (miRTarBase) o por complementariedad de bases

con su mRNA (TargetScan).

Enriquecimiento Funcional

En primera instancia, determinamos los procesos bioldgicos enriquecidos por
sobrelapamientos, asociados a los blancos génicos de la firma de crecimiento fetal
a través de PANTHER (Carbon et. al., 2021), empleando como lista de referencia
los blancos génicos de los 1449 miRNAs identificados en circulaciéon. Del mismo
modo, identificamos los procesos biolégicos enriquecidos dentro de los blancos

génicos asociados a los miRNAs del C14, C19 y de la firma del CF.
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Ademas, realizamos una prueba automatizada en la cual se determina para
cada categoria enriquecida en circulacion, el numero total de c-miRNAs anotados a
los genes de cada categoria y calculamos las veces de cambio entre el grupo de
mujeres NE y el grupo de mujeres E por trimestre de embarazo y DE (E/NE) o Fold
Change (FC) para cada categoria. Para determinar si el FC es significativo
realizamos pruebas randomizadas, en donde se determinaron 10, 000 conjuntos
aleatorios de genes del mismo tamafo que el del término GO evaluado y se
determiné el FC para cada conjunto. Con estos datos se construyé una distribucién
de FC y se determiné la probabilidad de que el FC obtenido entre los c-miRNAs

entre mujeres embarazadas y NE fuera mayor de lo esperado al azar.

Resultados

Un namero creciente de estudios han argumentado el potencial de los c-miRNAs
como biomarcadores no invasivos en diferentes condiciones patoldgicas (Wang et.
al., 2018; Wu et. al., 2021). Estudios previos realizados por la UVC del INMEGEN
han observado que los miRNAs son la clase de ncRNA mas abundante en el plasma
de mujeres embarazadas cuyas caracteristicas clinicas se describen en la Tabla 1
del Apéndice A. Ademas, de demostrar la existencia de conjuntos de miRNAs a los
que denominamos firmas que se encuentras especificamente asociadas a la
evolucion normal del embarazo. Entre ellas, se encuentra una firma de crecimiento
fetal que presenta una alta correlacion positiva con estimadores de crecimiento fetal

medidos por USG como la LF y el PFE.

En este trabajo se caracteriz6 a los miRNAs que integran esta firma de
crecimiento fetal para estimar su potencial como biomarcadores del desarrollo
fetoplacentario. A través de un modelado por random forest validamos la capacidad
de los miRNAs identificados en el plasma de mujeres embarazadas, para estimar la
LF fetal. Este modelo identifico un total de 43 miRNAs de importancia para la
estimacion de la longitud del fémur. Al comparar estos con la firma de CF
encontramos que compartian 4 miRNAs en comun. Ademas, de que este

sobrelapamiento se encontraba significativamente enriquecido.
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Figura 1. miRNAs de la firma de CF son componentes de importancia en
la estimacién de la LF por random forest. A) Diagrama de Venn que muestra los
mMiRNAs compartidos entre la firma de CF obtenida por correlaciones de Spearman

y los miRNAs de importancia en un modelo de regresion por random forest

Posteriormente, evaluamos su enriguecimiento entre los mMIRNAs
pertenecientes al C14 y C19, estos consisten en dos conjuntos de miRNAs
asociados a la funcién placentaria. Encontrando que los miRNAs correlacionados
con crecimiento fetal se encuentran significativamente enriquecidos entre los
MiRNAs de C19, donde cinco de los seis miRNAs pertenecientes a la firma CF

pertenecen a los miRNAs de C19, mientras que no se encontraron coincidencias
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con los miRNAs de C14 (Figura 2. A). Adicionalmente, se determiné la correlacién
media que presentan los miRNAs del C14 y C19 con los datos de LF y peso fetal
estimado. Del mismo modo, calculamos correlaciones medias aleatorias de
diferentes conjuntos de miRNAs del mismo tamafo que las del C14 y C19, para
determinar la probabilidad de obtener los mismos valores de correlacion media
obtenida previamente para C14 y C19. Encontrando, que la correlacion media de
los miIRNAs del C19 presentan una correlacion media positiva significativa con los
indicadores de crecimiento fetal. Por el contrario, los miRNAs pertenecientes al C14
solo presentan una correlacion media significancia con los datos de peso fetal
estimado, cabe mencionar que la significancia que estos presentan es

considerablemente menor a lo encontrado con los miRNAs de C19.

A Firma de crecimiento B
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Figura 2. Los miRNAs del C19MC se asocia significativamente con el
crecimiento fetal. A) Superposicion obtenida (flechas) y superposicion esperada
(histogramas grises) entre C19CM y C14 CM vy los seis miRNAs mayormente

correlacionados con el crecimiento fetal. Correlacion media de C19 (B) y C14 (C)
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(flechas) contra el crecimiento fetal, en comparacion con la distribucion de
correlacion esperada (histograma gris).

Una de las mas grandes perspectivas actuales de los c-miRNAs es poder
inferir a través de ellos los posibles procesos biolégicos afectados en diferentes
condiciones fisiopatologicas. Dentro de los métodos propuestos para la
determinacién de blancos génicos para miRNAs, se han postulado diversos
algoritmos que determinan la probabilidad de asociacion de un miRNA con un
blanco génico por complementariedad de bases dentro de estas herramientas la
mas utilizada es TargetScan (McGeary et. al., 2019). No obstante, observamos que
por este método la deteccion de blancos presenta un gran sesgo ya que la
probabilidad de encontrar complementariedad de base en alguna regién del mMRNA
es muy alta. Por lo tanto, decidimos apoyarnos en el segundo método de deteccién
de blancos génicos que se apoya en la base de datos de miRTarBase (Huang et.
al., 2022). Esta base consiste en la recopilaciéon y registro manual de toda la
evidencia experimental disponible. Encontrando que en conjunto los seis miRNAs
pueden estar regulando hasta 1,129 blancos génicos diferentes (Figura 3.A).

Debido a lo anterior, restringimos la busqueda a Unicamente aquellas
asociaciones que presentaban fuerte evidencia experimental (Western-Blot, qRT-
PCR y ensayos de reporte de luciferasa o GFP) y asi eliminar aquellas asociaciones
que puedan ser falsas por aproximaciones metodoldgicas poco precisas. De este
modo, determinamos un total de 19 blancos génicos asociados a la firma de CF.
Ademas, observamos que ninguno de los miRNAs gue conforman la red presenta
blancos génicos en comun, lo cual sugiere que pueden no estar involucrados en la

regulacién de los mismos procesos biolégicos.
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Figura 3. Blancos génicos obtenidos paralafirmade crecimiento fetal. En cada
agrupacion se muestran a cada uno de los seis miRNAs asociados a crecimiento
fetal, estos se encuentran unidos a sus respectivos blancos génicos obtenidos de la
base de miRTarBase. (A). Red miRNA-Targets totales anotados en miRTarBase.
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(B). Red miRNA-Targets con fuerte evidencia experimental (Western-Blot, qRT-
PCR y ensayos de reporte de luciferasa o GFP) anotados en miRTarBase

No obstante, para determinar si existe relacion funcional entre los blancos
génicos conservados construimos una red de interaccion proteina-proteina.
Observamos que al menos 11 de estas proteinas presentaban interacciones fisicas
validadas experimentalmente (Figura 4.A). Inicialmente determinamos si el nimero
de interacciones que conformaban la red presentaba significancia estadistica a
través del algoritmo de analisis presente en la interfaz grafica de STRING donde
obtuvimos un valor de significancia igual a 5.15x10.

Sin embargo, al determinar la veracidad de este método para calcular la
significancia estadistica, a través de simulaciones con conjuntos de blancos génicos
regulados por grupos de seis miRNAs aleatorios, observamos que la red siempre
presenta significancia. Lo cual nos indica que independientemente de la relacion de
la firma con el CF, los blancos génicos regulados por algan miRNA en comun
presentan mas IPP de lo esperado al azar. Por lo tanto, se realiz6 un ajusto
independiente a través de simulaciones randomizadas y se recalculo el valor de p
como se indica en los métodos en la Figura 4.B se muestra en color violeta la
distribucion de proporcién de interacciones a partir de blancos aleatorios en color
morado, donde, se observa un sesgo en la distribucion hacia el lado izquierdo,
mientras que la distribucion en color verde muestra la proporcion de interacciones
de blancos con al menos uno de seis miRNAs en comun. Observamos una clara
tendencia significativa en la que la distribucién verde tiende a presentar mas IPP
gue conjuntos de blancos aleatorios. Ademas, observamos marcada con una flecha
en color azul que la proporcion de IPP que presenta la firma de CF es
significativamente mayor a la presentada por blancos regulador por miRNAs

aleatorios.
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Figura 4. Red de interacciones proteina-proteina de los blancos génicos
obtenidos de la firma de crecimiento fetal. (A) La red muestra las diferentes
interacciones que se pueden presentar entre los diferentes blancos génicos
identificados para la firma de crecimiento fetal p-value = 0.01. (B) Distribucién de
proporcién de IPP de conjuntos aleatorios de blancos génicos (Morado) y proporcion

de IPP de blancos génicos regulados por conjuntos de seis miRNAs (verde).
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Se determino la veracidad de este hecho, se realizan varias pruebas
secundarias donde se evalu6 en diferentes escenarios la capacidad de los miRNAs
para regular blancos génicos cuyos productos proteicos tienden a estar
relacionados entre si por un mayor numero de IPP de lo esperado al azar. Por un
lado, evaluamos todos los blancos génicos anotados por miRNAs en la base de
miRTarBase, observando nuevamente que la distribucion tiene una mayor
tendencia hacia las proporciones con mas IPP, que blancos génicos aleatorios
(Figura 5.A).

Ademas, corroboramos que el efecto observado no esté relacionado con el
meétodo de determinacion de blancos empleado. Por lo cual, decidimos compararlo
con un método de identificacion de blancos diferente. Para ello, consultamos la base
de datos de TargetScan que se basa en un algoritmo matematico que calcula un
score de probabilidad basado en la estabilidad de la complementariedad de bases
entre el mMiIRNA y su mRNA blanco.

Al evaluar todos los posibles blancos detectados por este método, observamos
que se presentaba gran imprecision, debido a que el nimero de blancos detectados
para un determinado miRNA era muy alto, ademas de compartir un gran nimero de
blancos iguales entre diferentes miRNAs. Es decir, se presentaba una gran
probabilidad de complementariedad de cada miRNA con cualquier gen. Por lo tanto,
filtramos a aquellos blancos génicos con un score de contexto dentro del percentil
90. Finalmente, al construir y observar la distribucion de nimero de interacciones
para los blancos de cada miRNA aunado a una distribucién aleatoria, observamos
nuevamente que los blancos génicos regulados por miRNAs tienden a presentar un
mayor numero IPP (Figura 5.B) independientemente del método de prediccion de
blancos génicos.
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Figura 5. Distribucién de proporcién de IPP por miRNA. Las distribuciones
muestran en color rojo la frecuencia de las proporciones de IPP blancos génicos por
cada uno de los miRNAs reportados, en color azul se muestra la distribucion
correspondiente a la frecuencia de la proporcion de IPP de conjuntos de genes
aleatorios. (A) miRNAs anotados en miRTarBAse. (B) miRNAs anotados en
miRTarBase con fuerte evidencia experimental. (C) miRNAs anotados en
TargetScan.

Finalmente evaluamos los procesos los enriquecimientos funcionales para los
mMiRNAs de la firma de CF, del C14 y del C19. Sin embargo, para la firma de CF no
se encontrd ninguna categoria de procesos biolégicos significativa por analisis de
sobrelapamientos. Por otra parte, se registraron un gran niamero de categorias
enriquecidas para los miRNAs del C14 y del C19, por lo cual, se emple6 un reductor
de categorias por asociacion de similitud entre los términos para determinar las
categorias con mayor relevancia bioldgica. Dentro de las cuales, la regulacién de
procesos del desarrollo, el desarrollo de 6rganos, la respuesta a estimulos, la
migracion y comunicacion celular son algunos de los procesos biolégicos méas
destacados para los blancos génicos del C14. Mientras que para los blancos
génicos de los miRNAs del C19, destacan los procesos de ciclo celular, procesos

catabdlicos y neurodesarrollo (Figura 6).
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Figura 6. Procesos biolégicos enriquecidos en los miRNAs del C14 y del
C19. Las graficas de burbujas muestran las agrupaciones de las categorias de
procesos biolégicos similares, el tamafio de la burbuja es proporcional al nimero de
categorias agrupadas, el color mas obscuro entre morado y azul son las
agrupaciones con mayor significancia. (A) Principales procesos biolégicos
enriquecidos de los blancos génicos de los miRNAs del C14. (B) Principales
procesos biologicos enriquecidos de los blancos génicos de los miRNAs del C19.

Ademas, buscamos identificar todos aquellos procesos bioldgicos modulados
a lo largo del embarazo, dado el perfil de expresion de los c-miRNAs. Para ello
determinamos los procesos biolégicos enriquecidos en la circulacion, empleando
los blancos génicos de los 1449 miRNAs identificados en la circulacion y manejamos
como lista de referencia el transcriptoma humano, identificando un total de 3763
categorias enriquecidas. No obstante, al evaluar el FC de los c-miRNAs de las
mujeres E respecto mujeres NE por categoria no encontramos ninguna categoria

significativa por FDR.
Discusion

Nuestro estudio determino una asociacion significativa entre un conjunto de c-
mMiRNAs con el crecimiento fetal y placentario. Por un lado, verificamos por dos
aproximaciones matematicas diferentes la relacién entre estos c-miRNAs con
indicadores de crecimiento fetal medidos por USG comprobando que la firma de CF
presenta una correlaciéon significativa con el crecimiento del feto, ademas, de
presentar un valor predictivo significativo para estimar el crecimiento del feto. Por
otra parte, determinamos que en general el conjunto de miRNAs que integran al
grupo del C19, grupo al que pertenecen los miRNAs de la firma de CF, se
encuentran significativamente correlacionados con indicadores de crecimiento fetal
como la LF y el PFE. Finalmente, determinamos que los miRNAs del C19 se
encuentran enriguecidos en procesos biologicos tales como: la regulacion del ciclo
celular, regulacion de proceso catabdlicos y anabdlicos, entre otros. Mientras que
los miRNAs del C14 se encuentran principalmente en la regulacion de procesos del

desarrollo. No obstante, no logramos determinar con precisién los procesos
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bioldgicos asociados a la firma de CF, sin embargo, a través de redes de IPP
determinamos que los blancos génicos regulados por estos miRNAs presentan un
alto numero de interacciones lo que nos sugiere una relacion funcional entre ellas
que aun no se encuentra del todo esclarecida. Ademés, de forma intermedia
identificamos que los blancos génicos predichos por miRNAs tienden a presentan
significativamente un numero mayor de IPP a diferencia de blancos génicos
aleatorios, lo que nos sugiere una alta regulacién por la cual los miRNAs seleccion

a los mRNA que estan regulando.

Estudios precedentes realizados por la UVC del INMEGEN determinaron que
los c-miRNAs maternos reflejan eventos propios del embarazo. Dentro de esos
hallazgos es que determinamos este conjunto de c-miRNAs significativamente
correlacionados con indicadores del crecimiento fetal. Esta evidencia nos
demuestra el potencial de los c-miRNAs para monitorear el crecimiento fetal a lo
largo del embarazo (Chavira-Suéarez et. al., 2023). No obstante, el estudio de c-
mMiRNAs como biomarcadores es un campo en investigacion que adn se encuentra
en sus primeras etapas de desarrollo. Se han llegado a presentar discordancias
entre los resultados presentados por diferentes grupos de investigacion (Wu et. al.,
2021), debido a que en la actualidad no existen protocolos consenso estandarizados
tanto para las etapas preanaliticas como la recoleccién y almacenamiento de
muestras, hasta el procesamiento de datos para las técnicas de cuantificacion
(Condrat et. al., 2020).

Por lo tanto, es importante destacar la relevancia de evaluar los diferentes
factores clinicos, técnicos y bioinformaticos que se deben considerar dentro del
estudio de miRNAs como biomarcadores. Cabe mencionar que dentro de los
factores mejor caracterizados que afectan la expresion de c-miRNAs en un individuo
son la actividad fisica y el curso de procesos inflamatorios (Condrat et. al., 2020;
Cui et. al., 2017). Si bien, no evaluamos directamente la actividad fisica de las
pacientes que participaron voluntariamente en este estudio se tuvo especial cuidado
en que las condiciones socioecondmicas como: escolaridad, estado civil y actividad

economica entre ellas fuera similar. Ademas, a través del seguimiento clinico a lo
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largo de todo el embarazo descartamos a aquellas mujeres que desarrollaran
complicaciones perinatales a lo largo de su embarazo o que presentaran niveles de
pruebas bioquimicas basicos fuera de los limites de referencia de acuerdo con la
edad gestacional. Esto con la finalidad de reducir la variabilidad de factores externos
que afectaran el estudio en la medida posible.

Hasta nuestro conocimiento actual, la secuenciacion sigue siendo la técnica
mejor validada para la cuantificacion de miRNAs, sin embargo, requiere de largos
periodos de tiempo y equipos altamente especializados, ademas, de presentar
costos elevados para su implementacion. Por lo tanto, se encuentran desarrollando
y perfeccionando métodos de alto rendimiento para cuantificar miRNAs por RT-
gPCR con mayor eficiencia (Forero et al., 2019). No obstante, es importante definir
claramente objetivos potenciales para evaluar la especificidad y sensibilidad de los
c-miRNAs para el monitoreo del crecimiento fetal. Los ensayos in silico representan

una excelente opcion para buscar asociaciones confiables con mayor precision.

Diversos estudios han demostrado la viabilidad de los algoritmos de Deep
learnig para la deteccion de potenciales miRNAs biomarcadores de complicaciones
perinatales (Yoffe et. al., 2019). Como se ha mencionado anteriormente la firma de
CF se seleccion6 a través de correlaciones significativas con indicadores de
crecimiento fetal como la LF y PFE, por lo tanto, implementamos un analisis semi
supervisado de random forest de regresion para evaluar a todo los miRNAs
identificados en circulacion materna. De esta manera buscamos verificar por una
métrica matematicamente diferente a las mediciones de correlacion la asociacion
entre los miRNAs de la firma de CF con el crecimiento fetal. Encontramos un
conjunto de 43 miRNAs de importancia para estimar la longitud de fémur por random
forest. Es decir, al medir conjuntamente estos 43 miRNAs se puede predecir el
crecimiento de la LF con un error absoluto medio de 1.86 grados. Es importante
destacar que este es un estudio exploratorio y se tienen que realizar mas pruebas
experimentales y considerar un grupo mayor de personas para confirmar estos
hallazgos. Encontramos a 4 miRNAs asociados con el crecimiento de la LF que se

compartian por ambas aproximaciones, que se presentaban enriquecidos dentro de
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los miRNAs identificados por random forest. Lo que nos indica que estos miRNAs
presentan una fuerte asociacion con el crecimiento fetal, ademas, de presentar un
alto potencial para predecir el crecimiento del feto como una alternativa para

complementar las limitaciones de la USG.

Es bien sabido que el desarrollo placentario y fetal se encuentran fuertemente
vinculados, de modo que a medida que el feto crece y se desarrolla la placenta
paralelamente también lo hace (Arenas et. al., 2005; Ashwal et. al., 2022). Ademas,
numerosos estudios han asociado los resultados adversos en el embarazo para la
madre como para el feto con disfuncion placentaria. No obstante, en el tamizaje
prenatal rutinario no se realizan evaluaciones placentarias mas alla de la ubicacién
y apariencia placentaria (Salomon et al., 2019). Por lo tanto, nosotros decidimos
evaluar la asociacion de nuestra firma de CF con miRNAs del grupo del C14 y del
C19, los cuales a través de estudios experimentales en animales (Mouillet et. al.,
2020) e in vitro han demostrado que algunos de estos miRNAs presentan un papel
vital en la regulacion del desarrollo placentario, como el miR-515-5p que inhibe la
diferenciacion del citotrofoblasto en sincitiotrofoblasto (Zhang et. al., 2016). También
se ha observado que otros miRNAs integrantes del C19 estan implicados en la
regulacion de procesos proliferativos en cancer lo cual sugiere su participacion en
torno a este proceso (Ren et. al., 2020). A través de la evaluacién del
enriqguecimiento de nuestra firma de CF con el grupo de miRNAs del C14 y el C19
determinamos que dado el nimero de c-miRNAs 5 de los miRNAs postulados se
presentaban significativamente enriquecidos en el C19 y que ninguno de ellos
coincidia con los miRNAs del C14. Ademas, determinamos que los miRNAs del C19
en conjunto presentan una correlacion media significativamente mayor a lo
esperado al azar con indicadores de crecimiento fetal. Dadas las evidencias
mencionadas nos sugiere que los niveles de expresién de estos miRNAs en
circulaciéon pueden estar reflejando eventos relacionados con el desarrollo
placentario. Lo que nos indica que estos miRNAs en particular nos pueden brindar
gran informacion sobre la evolucion del embarazo, como lo es el crecimiento fetal y

placentario normal.
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No obstante, la interpretacion de los niveles de c-miRNAs en el plasma sigues
siendo ambiguos. Los estudios mas actuales han presentado controversias con
respecto a la expresion de estos grupos a lo largo del embarazo en la placenta. Por
un lado, se postula que los MIRNAs del C14 se encuentran mayormente expresados
en el primer trimestre mientras que disminuyen su expresion para el tercer trimestre
y viceversa para el grupo del C19 (Gonzalez et. al., 2021). Por el contrario, se
postula un incremento de los miRNAs del C14 hacia mediados del embarazo y
viceversa para el C19 (Smith et. al., 2021). Es importante considerar que el primer
estudio evallia Unicamente placentas del primer y tercer trimestre, mientras que el
segundo evallta al primer trimestre y mediados del embarazo. Esto sugiere que
pueden estar fluctuando a lo largo de la gestacion, iniciando con una expresion base
en el primer trimestre con un incremento para el segundo y finalmente decaer en el
tercero. Por otro lado, también es importante considerar que para ambos estudios
se realizaron protocolos diferentes para el procesamiento de datos por lo cual se
sugiere hacer un analisis comparativo detallado para descartar que los resultados
observados no se deban a discrepancias metodolégicas sobre el manejo de datos.
Sin mencionar, que igualmente puede estar infiriendo el propio disefio experimental,
los criterios de seleccién de las muestras, asi como, el dimorfismo sexual, tal y como
comentan los autores, entre otras variables. No obstante, a diferencia de los
estudios anteriores realizados en tejido placentario, nuestro estudio se centré6 en
evaluar a estos miRNAs en la circulaciébn materna y no propiamente en el tejido. Sin
embargo, no se han realizado méas estudios comparando los niveles de expresion
de estos miRNAs en particular a lo largo del embarazo contra mujeres NE, por lo
gue, nos apoyamos en estos estudios para entender el contexto que rodea a la
expresion de estos c-miRNAs. Estudios previos realizados en nuestro grupo de
investigacion muestran una tendencia creciente en los miRNAs del C19 a lo largo
del embarazo, mientras que los miRNAs del C14 presentan una subexpresion
sostenida significativa en los tres trimestres del embarazo y después del embarazo,
observando que la mediana de expresion es mas baja en el embarazo que en
mujeres NE (Hernandez Olvera et. al., 2021). Estudios comparativos entre placenta

y circulacién a lo largo del embarazo, sin embargo, se observado que la expresion
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de estos miRNAs es significativamente mas baja en circulacién con respecto a la
placenta, ademas de presentar un mayor indice de variacion (Paquette et. al., 2018).
Pese a ello, numerosos estudios de casos y controles han apoyado la viabilidad del
uso de estos c-miRNAs concretamente los del C19 para el diagndstico temprano de
trastornos hipertensivos que asocian un incremento en este grupo de miRNAs en
etapas tempranas de la gestacion con la incidencia en el desarrollo de trastornos
hipertensivos del embarazo (Kondracka et. al., 2022). Esta evidencia apoya que
nuestra firma de CF puede convertirse una valiosa herramienta para monitorear el
desarrollo placentario.

En nuestra basqueda por determinar los procesos bioldgicos enriquecidos
para esta firma de c-miRNAs, nos encontramos diversas limitantes metodoldgicas.
Actualmente las asociaciones funcionales se realizan entre genes y procesos
biolégicos a través de la base de datos de gene ontology (GO) (Carbon et. al., 2021),
sin embargo, estas asociaciones no consideran a los miRNAs dentro de sus
anotaciones, una integracion relativamente nueva denominada QuickGO en afios
recientes a integrado la asociacion directa de procos bioldgicos con miRNAs (Binns
et. al., 2009). No obstante, al ser una integracion nueva carece de solides por el
rapido incremento de informacion por lo que decidimos no emplear esta
metodologia. Convencionalmente, la comunidad cientifica realiza enriquecimientos
funcionales partiendo de la determinacién de blancos génicos, donde un analisis
previo determina la presencia de una relacion entre un determinado miRNA y sus
MRNA blanco con los que se ha demostrado fuerte evidencia experimental. Los
miRNAs, al ser secuencias cortas de RNA que reconocen mMmRNAs por
complementariedad de bases, presentan una alta probabilidad de regular
simultaneamente una gran variedad de transcritos diferentes. Es por ello que la
determinacién de blancos se ha vuelto controversial encontrando un gran namero
de falsas predicciones (Fridrich et al., 2019). Si bien, dentro de nuestro método
anicamente conservamos aquellas asociaciones mMIRNA-mRNA con fuerte
evidencia experimental nos encontramos con un nimero muy reducido de posibles
blancos génicos. De acuerdo con la red interaccion miRNA-mRNA observamos que

ninguno de ellos se compartia entre si lo que se interpretaria como poca
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probabilidad de estar funcionalmente asociados. Sin embargo, la red IPP nos mostré
un alto numero de interacciones significativa, entre los productos proteicos de estos
blancos, lo que sugiere una fuerte asociacion funcional entre ellos. Esto nos indica
que a pesar de que los miRNAs de la firma de CF fetal pueden estar regulando
procesos biolégicos comunes a travées de blancos génicos distintos.

Como hemos mencionado los miRNAs de la firma de CF pertenecen al grupo
de miRNAs del C19 y se encuentran altamente expresados en placenta, lo cual nos
planteaba la posibilidad de que estos miRNAs en conjunto pueden estar regulando
un mismo grupo de genes implicados en los mecanismos fisiopatologicos del
desarrollo placentario. No obstante, esta evidencia sugiere que no necesariamente
todos los miRNAs de este grupo estén regulando los mismos blancos génicos, si
no, que la regulacion de estos miRNAs conjunta de estos miRNAs en diferentes
puntos de la cascada se sefializacion de manera simultdnea son los responsables
de los efectos biolégicos observados.

Cabe mencionar que al validar la significancia de la red de IPP, observamos
gue independientemente del conjunto de miRNAs que evaluemos, ya sea, por
blancos génicos predichos por homologia de secuencias o por evidencia
experimental, siempre tienden a regular genes que al traducirse en proteinas
presentan un mayor numero de interacciones entre si de lo esperado al azar. Lo
cual sugiere, la probabilidad de que un factor atn no identificado intervenga en el
mecanismo por el cual un determinado miRNA seleccione a los genes blanco que
estan regulando. Lo que nos plantea la hipétesis de que los miRNAs no regulen la
expresion postranscripcional de forma independiente basados Unicamente en la
homologia de las secuencias. Esta evidencia sugiere que los miRNAs de la firma
de CF puede estar regulando vias de sefalizacion de procesos bioldgicos
involucrados en el desarrollo del feto y la placenta. No obstante, al determinar
enriquecimientos funcionales para esta firma, no encontramos procesos bioldgicos
significativos, lo cual puede deberse al bajo nimero de blancos génicos
identificados que integramos al analisis de enriquecimiento funcional.

Posteriormente, decidimos evaluar por el mismo método no solo a los miRNAs

de la firma de CF, si no, al grupo completo de miRNAs del C14 y C19. Curiosamente

47



a diferencia de lo observado para la firma de 6 en el caso de los miRNAs del C14 y
C19 nos encontramos una gran variedad de proceso biolégicos enriquecidos, razén
por la cual implementamos un algoritmo de Reduce + Visualize Gene Ontology
(REVIGO) para agrupar y reducir términos semejantes o redundante (Supek et. al.,
2011). Dentro de los términos destacados para los miRNAs del grupo 19 destacaron
los procesos relacionados con la regulacion del ciclo celular lo cual coincide con las
postulaciones de estar implicado en el proceso de proliferacion y aunque
propiamente no obtuvimos el proceso de diferenciacion si encontramos categorias
relacionadas con la biosintesis, catabolismo y neurodesarrollo. En futuros estudios
podemos analizar con mayor detenimiento aquellos genes que resultaron
enriquecidos en estas categorias y su relacion con el proceso de diferenciacion del
trofoblasto, y del mismo modo descartar asociaciones funcionales poco precisas.
Por el contrario, los miRNAs del C14 presentaron un gran nimero de categorias
enriquecidas y que ademas se encontraban asociadas entre si como: la regulaciéon
de procesos del desarrollo, el desarrollo de 6rganos, la respuesta a estimulos, la
migracion y comunicacion celular dentro de los méas destacados. Dentro de las
aproximaciones que realizamos a los miRNAs de la firma de CF no encontramos
ninguno perteneciente al C14, ademas, no identificamos estudios hasta el momento
gue caractericen mejor los procesos fisiopatoldgicos en los que encuentra implicado
este grupo de miRNAs, por lo tanto, sugerimos estudiar con mayor hincapié este
grupo de miRNAs que ha sido poco caracterizado y que aparentemente presenta

un gran potencial en la regulaciéon de procesos asociados al desarrollo fetal.

Es importante considerar que las anotaciones de los procesos biolégicos
presentan diversas limitaciones, si bien ciertas categorias estan mejor anotadas y
descritas, con mas detalles y términos mas precisos para procesos bien conocidos,
muchas otras utilizan terminologias poco definidas o términos confusos
(Wijesooriya et al., 2022), una de las areas menos desarrolladas son los procesos
biolégicos relacionados con el embarazo, como el desarrollo embrionario, fetal y
placentario (X. Li & Fang, 2019). Por lo que, identificar procesos funcionales

relacionados con el embarazo es especialmente complicado. Por lo tanto
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decidimos evaluar a través de los niveles de expresion de los c-miRNAs las
posibles categorias activas durante el embarazo con respecto a mujeres no
embarazadas. Sin embargo, al analizar detalladamente el proceso metodoldgico
gue estabamos realizando, descubrimos que no encontrabamos una sefal
enriquecida significativa debido a que no todos los miRNAs que regulan a un
determinado blanco estan cambian su expresion durante el embarazo. Es decir, si
bien un mRNA puede tener un gran nimero de miRNAs que regulen su expresion,
no todos ellos se estan expresando al mismo tiempo, de acuerdo con la condicion
fisiolégica evaluada este mMRNA puede estar siendo regulado por una pequefa
fraccion de todos los miRNAs que pueden llegar a regularlo. Lo cual respalda la
teoria de que existen otros mecanismos ademas de la homologia de secuencias
que pueden estar interviniendo en la regulacion postranscripcional mediada por
MiRNAs.

A pesar de que nos encontramos con numerosas limitantes para la traslacion
de los miRNAs como biomarcadores del crecimiento fetal y placentario podemos
observar igualmente numerosas ventajas en su investigacion. El tamizaje prenatal
se apoya fuertemente en las evaluaciones por USG para determinar el crecimiento
y morfologia adecuada tanto del feto como de la placenta (Salomon et. al., 2019).
Si bien, los sofisticados equipos actuales permiten la deteccién temprana de
malformaciones y estimar el crecimiento del feto a lo largo del embarazo, menos
del 70% de las anomalias fetales se pueden diagnosticar en el primer trimestre de
gestacion, ademas, este se ve reducido Unicamente a malformaciones graves o
complicaciones perinatales severas (Kumar et. al.,, 2017). Ademas, numerosos
estudios clinicos han demostrado que las biometrias fetales son insuficientes para
diagnosticar los trastornos del crecimiento fetal (Gaccioli et. al., 2017; Kumar et.
al., 2017). Asimismo, estan sujetas a la disposicion de un equipo de precision y un
personal clinico altamente capacitado para realizar la exploracion. Por el contrario,
la medicion de miRNAs circulante se puede realizar en cualquier etapa del
embarazo por cualquier personal capacitado para la toma de muestra sanguines
(Wu et. al., 2021). Ademas, de ofrecernos un panorama favorable para entender

de manera concisa las etiologias de diferentes complicaciones perinatales y
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resultados adversos al nacer y de esta manera desarrollar procedimientos médicos

mejor focalizados para la intervencion oportuna.
Conclusiones

En resumen, nuestro estudio verifico que la firma de CF presenta una asociacion
significativa con el crecimiento fetal y placentario. Ademas de que cuatro de estos
mMiRNAs presentan un valor significativo para predecir el crecimiento fetal.
Asimismo, identificamos que estos miRNAs pertenecian al grupo del C19 y que en
general este grupo se encuentra correlacionado positivamente de manera
significativa con indicadores de crecimiento como la LF y el PFE. No obstante, con
las herramientas bioinforméticas actuales identificamos que la prediccion de
blancos génicos aun basados Unicamente en evidencia experimental sigue siendo
imprecisa, razén por la cual, no se observaron procesos biolégicos enriquecidos
para nuestro conjunto de blancos génicos. Sin embargo, a través de redes de IPP
determinamos que los blancos génicos regulados por los miRNAs de la firma de CF
presentan un alto nimero de interacciones significativas entre si. Esto, nos sugiere
una asociacién funcional entre ellas que aln no se encuentra del todo esclarecida.
Cabe mencionar, que a pesar d no identificar procesos biologicos significativos
asociados a la firma de CF podemos inferir qgue los miRNAs de la firma de CF estan
participando en procesos relacionados con la regulacion del ciclo celular dado que
los miRNAs del C19 se encuentran enriquecidos en estos procesos bioldgicos

principalmente.

Perspectivas

e Determinar un proceso mas eficaz para identificar blancos génicos de
mMiRNAs.

e Identificar los procesos biologicos regulados por miRNAs tanto circulantes
como placentarios.

¢ Identificar miRNAs que participan en la regulacion del desarrollo placentario
y fetal.

o Establecer posibles mecanismos por los cuales los miRNAs patrticipan en la
regulacion del desarrollo placentario y fetal.
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Apéndice A: Caracteristicas clinicas de las participantes

Tabla 1 caracteristicas clinicas de mujeres embarazadas sanas

SDG

Mediciones antropométricas
Edad (afios)

Peso (Kg)

Talla (cm)

IMC (kg/m2)

PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

PAM (mmHg)

S - Gravidez
Historial obstétrico Paridad
: Vaginal

Tipo de parto Cesarea

Mediciones ultrasonogréficas fetales

PFE ()

LF (cm)

Sexo fetal Femem_no
Masculino

Factores sociodemograficos
Basica

Nivel escolar Media
Superior
Soltera

Estado civil Casada
Unién libre

Econdmicamente activa
Consumo de sustancias
de abuso reportado

1T
7.4-13.6

2T

3T p
195-251

32.4-35.2

24(21-34)
62(46-90)
153(144-163)
27(19-34)
110(100-121)
70(64-85)
68(35-84)

3 (1-4)
2 (1-4)
7 (87.5)
1 (12.5)

0.214
0.127
0.065
0.02
0.348
0.003
0.004

63(51-92) 67(58-93)
27(21-35)
102(96-128)
60(55-70)
75(69-88)

29(24-35)
104(99-118)
67(55-75)
79(70-89)

98(58-99)
1(0.7-1.4)
5 (62.5)
3(37.5)

431(308-751) 2151(2004-2496)
4(2.9-46) 6(5.8-6.8)

0.0001
0.0001

6 (77)
2 (23)
0(0)

1 (12.5)
1 (12.5)
6 (75)
5 (55.6)

1 (12.5)

Datos presentados como: mediana (rango intercuartilar) o n (%).1T: primer trimestre de embarazo, 2T:
segundo trimestre de embarazo, 3T: tercer trimestre de embarazo, SDG: semanas de gestacion, IMC:
indice de masa corporal, PAS: presién arterial sistélica, PAD: presién arterial diastdlica, PAM: presion
arterial media, PFE: peso fetal estimado, LF: longitud de fémur.

58




Apéndice B: Cddigo en Python modelado de random forest de regresion
para predecir la longitud del fémur

# Importar paqueterias

import numpy as np

import pandas as pd

from sklearn.model selection import train test split
from sklearn.ensemble import RandomForestRegressor
from sklearn import metrics

import seaborn as sn

from matplotlib import pyplot as plt

import matplotlib.pyplot as plt

from sklearn.metrics import accuracy score

from sklearn.tree import DecisionTreeRegressor
from dtreeviz.trees import *

import math

# Lectura de base de datos
features = pd.read csv("/content/drive/MyDrive/Colab
Notebooks/RandomForest CF/Base randomforest LFvsmiRNAs588.csv",

low memory=False)

# Labels son los valores que deseamos predecir
labels = np.array(features['LF'])

# Remover columna de valores a predecir

# Eje 1 referencia para las columnas

features= features.drop('LF', axis = 1)
features= features.drop('ID', axis = 1)

# Guardar el nombre de las columnas o variables
feature list = list(features.columns)

# Convertir base en arreglo de numpy

features = np.array(features)

# Usando Skicit-learn para dividir los datos en un set de
entrenamiento y un set de prueba

train features, test features, train labels, test labels =

train test split (features, labels, test size = 0.25, random state
42)

# Instanciar modelo con 1000 &rboles de decisiédn
rf = RandomForestRegressor (n_estimators = 1000, random state = 42)

# Entrenar modelo sobre los datos de entrenamiento
rf.fit (train features, train labels);
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# Usar el método de prediccién de forest sobre el set de prueba
predictions = rf.predict(test features)

# Definir funcidén para calcular mse y rmse
def r mse(pred,y): return round(math.sqgrt(((pred-y)**2).mean()), 6)
def m rmse(m, xs, y): return r mse(m.predict(xs), y)

# Calcular mse y rmse
m_rmse (rf, train features , train labels)
m rmse (rf, test features, test labels)

# Obtener variables numéricas de importancia

importances = list (rf.feature importances)

# Lista de tuples con variables e importancia

feature importances = [ (feature, round(importance, 2)) for feature,
importance in zip(feature list, importances)]

# Ordenar variables por importancia

feature importances = sorted(feature importances, key = lambda x:
x[1], reverse = True)

# Imprimir variables y su valor de importancia

[print ('Variable: {:20} Importance: {}'.format (*pair)) for pair in
feature importances];

#Guardar variables de importancia

df = pd.DataFrame (feature importances)

df.to _csv('/content/drive/MyDrive/Colab
Notebooks/RandomForest CF/Firma RandomForest CF.csv')



Apéndice C: Cddigo en R para determinar enriguecimiento

Se muestra el script representativo para los miRNAs del C19 con LF. La misma secuencia

se siguio para C19 con PFE, C14 con LF y C14 con PFE, firma de CF con miRNAs del
C19, miRNAs del CF con miRNAs del C14, miRNAs del CF en miRNAs de importancia

por random forest

G

####Lectura de datos###+#

#miRNAs Cl4 y C1l9 en circulacidn

C19.Cl1l4 <- read.csv(file = "C19 Cl4.csv", header = T, sep = ",",
stringsAsFactors = F)

Cl4 <- C19.C14$ID.miR.cir.14

Cl9 <- C19.C148$ID.miR.cir.19

#Id miRNAs secuenciados

ID miRNAs <- read.csv(file = "miRNAs 1T-2T-3T-mediana-filtrado-2.csv",

header = T, sep = ",", stringsAsFactors = F)
ID miRNAs <- ID miRNAs$miRNA

#Firma de CF
Set CF <- read.csv(file = "firma miRNAs LF-PF.csv", header = T, sep =

won
4 4

stringsAsFactors = F)
CF <- Set CFS$miRNA

#Obtener index de miRNAs de la firma de CF
x <- match(CF, ID miRNAs)

x14 <- na.omit (match(Cl4,ID miRNAs))
x19 <- na.omit (match(C19,ID miRNAs))

#Mediana de correlacidén miRNAs con LF
cor miR <- read.table("Spearman miRNAs588-LongFemur.csv", header = T,

— non
’

stringsAsFactors = F)

#Correlacidn media miRNAs del C1l9 con LF
u <- cor miRSLF

<-cor miR[x19,]

<- pSLF

<- mean (p)

n 'C T

=+

Enriquecimiento miRNAs del C19 con LF
<-1000000
c <= c(l:e)*0

o

for (i in 1l:e) {
a <- sample(u, 18, replace = F)
c[i] <- median (a)

if (s < mean(c)) {
d <- c<=s
h <- c(l:e)*0
h{d] <- 1

sep
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h <- sum(h)
pvalue <- h/e} else {
d <- c>=s
h <= c(l:e)*0
h{d] <- 1
h <= sum(h)
pvalue <- h/e }
hist(c)

CLF.19 <- ¢
SLF.19 <- s
pvalue.LF.19 <- pvalue
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Apéndice D: Codigo en R prediccion de blancos y construccion de redes de
IPP

library (dplyr)
library (openxlsx)
library(tidyverse)

#####Prueba para determinar red IPP y anotaciones funcionales
#Lectura base de miRTarBase

url <-
"https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase 2022/cache/
download/8.0/hsa MTI.xlsx"

miRTarBase <- read.xlsx(xlsxFile = url, sheet = 1, skipEmptyRows =
F)

#H4###H 444 ##Prueba aleatoria

#Leer lista de miRNAs detectados en circulacidn

df <- read.csv("Lista miRNAs 588 mod.csv")
u <- df$SmiRNA[!duplicated (dfSmiRNA) ]

set.seed (1000)

#ntmero de aleatorizaciones y miRNAs a evaluar
e <-1000

c <= c(l:6)*0

c <- as.data.frame (c)

### Permutar datos de miRNAs detectados

for (i in 1l:e) {
a <- sample(u, 6, replace = F) f#extraccion de muestras aleatoria
c[i] <- cbind(a) #Guardar muestras extraidas

}

#Filtrar base de blancos por fuerte evidencia experimental
(Western blot|reporter assay|gRT-PCR)
miRTarBase filtrado <- miRTarBase %>%

filter (grepl ('Western blot|reporter assay|gRT-PCR',
Experiments))

#Extraccién ID string
library (STRINGdDb)

#Descargar datos de string para humano
string db <- STRINGdb$new( version="11.5", species=9606,
input directory="")

#Dada una lista de genes realizar el mapeo y la extraccidédn de IDs

de string
Mapped filter <- filter (Mapped, preferred name %$in% protein)
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protein stringID <- Mapped filterSstring protein id

string filter <- filter(string, proteinl 3%in% protein stringlID,
protein2z %in% protein stringID)

miRTarBase Targets <- miRTarBase filtradoS$Target.Gene

miRTarBase Targets <- data.frame(Target.Gene= miRTarBase Targets)

Mapped <- string db$map( miRTarBase Targets, "Target.Gene",
removeUnmappedRows = TRUE)

miRTarBase filtrado2 <- merge (Mapped, miRTarBase filtrado)
miRTarBase filtrado2 <-
miRTarBase filtrado2[!duplicated (miRTarBase filtradoZ2), ]

#Crear funcidébn para identificar los blancos génicos dando una
lista de miRNAs
target fun <- function (miR) {
Target <-filter (miRTarBase filtradoZ, miRNA %in% miR)
Target <- Target$STRING id
Target <- Target|[!duplicated(Target)]}

#Iterar la funcidn para identificar blancos génicos
#a cada columna del data frame de muestras de miRNAs randomizada
df <- apply(c, MARGIN = 2, FUN = target fun)

#Crear funcidn para determinar el pValue de una red ppi
#determinar enriquecimiento de red y extraccidédn de pvalue
String Network pValue <- function(IDs string) {

ppi enrichment <- string db$get ppi enrichment (IDs string)

pValue <- ppi enrichment[["enrichment"]]

pValue <- as.numeric (pValue) }

A

#Determinar el pvalue de enriquecimiento de forma automatica dada

una lista de genes
library(rlist)
g <- lapply(X=df, FUN = length)
g <- t(as.data.frame(q))
g <-data.frame (id=1:1000,
length=qg )
g <- dplyr::filter(.data = g, length<2)
q <- gS$id

dfl <- list.remove(.data = df, q)

k <- lapply(X=dfl, FUN = String Network pValue)
x <- t(as.data.frame (k))

x <- as.vector (x)

hist (x)
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Apéndice E: Cddigo en R para validar significancia de redes de IPP por
proporcién de interacciones maximas

library (dplyr)
library (openxlsx)
library(tidyverse)

###4##+ Lectura base de datos de miRTarBase

url <-
"https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase 2022/cache/
download/8.0/hsa MTI.xlsx"

miRTarBase <- read.xlsx(xlsxFile = url, sheet = 1, skipEmptyRows =
F)

miRTarBase filtrado <- miRTarBase %>%
filter (grepl ('Western blot|reporter assay|gRT-PCR',
Experiments))

#H####Prediccién de blancos genéticos
df <- read.csv("Lista miRNAs 588 mod.csv")
u <- df$miRNA

set.seed (1000)

e <-10
c <= c(l:6)*0
c <- as.data.frame (c)

for (i in 1l:e) {
a <- sample(u, 6, replace = F)
cl[i] <- cbind(a)

}

target fun <- function (miR) {
Target <-filter (miRTarBase filtrado, miRNA %in% miR)
Target <- Target$Target.Gene
Target <- Target[!duplicated(Target)]}

df <- apply(c, MARGIN

2, FUN = target fun)

library(rlist)
r <- lapply(X=df, FUN
r <- t(as.data.frame(r))
r <-data.frame(id=1l:e,
length=r )
target.num <- r$length
r <- dplyr::filter(.data = r, length<2)
r <- r$id

length)
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dfl <- list.remove(.data = df, r)
#H####lLectura bases de datos de string

string <-

read.table ("9606.protein.physical.links.detailed.v11.5.txt",
header = T)

Mapped <- read.csv("9606 protein info v1l 5.csv")

#####Lectura blancos génicos de la firma de CF
protein <- read.csv("Target CF.csv")
protein <- protein$x

#H####Mapeado blancos génicos de CF con string obtencidn de
interacciones

Mapped filter <- filter (Mapped, preferred name %in% protein)
protein stringID <- Mapped filterSstring protein id

string filter <- filter(string, proteinl %in% protein stringlID,
proteinZ %in% protein stringID)

interaction <- string filterSexperimental #Interacciones validadas
experimentalmente

interactionl <- interaction>400 #indice de evidencia mayor a 400
interaction num <- as.numeric(sum(interactionl, na.rm = TRUE))
interaction num <- interaction num/2

#####Correccidn de interacciones de acuerdo con el nuimero maximo
de interacciones posibles dado el numero de proteinas evaluadas
interaction max <- as.numeric(length(protein stringID))
interaction max <- ((interaction max”2)-interaction max)/2

proporcion interacciones <- interaction num/interaction max
s <- proporcion interacciones

String.prop interaction<- function(protein) {
Mapped filter r <- filter (Mapped, preferred name %in% protein)
protein stringID r <- Mapped filter r$string protein id

string filter r <- filter(string, proteinl %in%
protein stringID r,
protein2Z %in% protein stringID r)

interaction r <- string filter rSexperimental

interactionl r <- interaction r>400

interaction num r <- as.numeric (sum(interactionl r, na.rm =
TRUE) ) - B

interaction num r <- interaction num r/2
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interaction max r <- as.numeric(length(protein stringID r))

interaction max r <- ((interaction_max_rAZ)—interaction_max_r)/2

proporcion interacciones r <-
interaction num r/interaction max r

z <- proporcion interacciones r

}

#####Calcular proporcidén de interacciones IPP/IPPax
<- lapply(dfl, String.prop interaction)
<- as.data.frame (q)

as.vector (t(q))

<- na.omit (q)

Q Q Q Q
AN
|

hist (g, breaks = 50)

#####Calculo de pvalue corregido
if(s < mean(q)) {

d <- g<=s

h <= ¢c(l:e)*0

h[d] <=1

h <- sum(h)

pvalue <- h/length(q)} else {

d <- g>=s
h <- c(1l:e)*0
h[d] <- 1

h <= sum(h)
pvalue <- h/length(qg) }
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