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RESUMEN

La preeclampsia (PE) y la restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU) contribuyen
en gran medida a la morbilidad y la mortalidad perinatal. Estos trastornos del
embarazo se asocian con disfuncion placentaria y comparten caracteristicas
fisiopatoldgicas similares. El objetivo de este estudio fue comparar el perfil de
expresion génica placentaria (RNAm y IncRNA) en mujeres de cuatro grupos de
estudio: PE, RCIU, PE-RCIU y embarazo normal (EN). El andlisis mediante
microarreglos de expresion génica se realizd en el tejido placentario obtenido al
alumbramiento y los resultados se validaron mediante RTq-PCR. El andlisis de
expresion génica diferencial revel6 que la mayor variacion en la transcripcion se
observé en las muestras de RCIU en comparacion con el EN (n = 461; 314 ARNm:
252 sobre- y 62 sub-expresados; 133 IncRNAs: 36 sobre- y 98 sub-expresados).
También se detecté un grupo de transcritos con expresion diferencial compartida
entre las muestras PE y RCIU comparadas con EN (n = 39), incluyendo 9 IncRNAs
con un alto grado de correlacién (P < 0,05). El enriguecimiento funcional de estos
transcritos compartidos mostré que las vias de sefalizacion de citocinas,
modificacion de proteinas y regulacién de la cascada JAK-STAT estan sobre-
representadas en ambas enfermedades placentarias. Estos hallazgos contribuyen
a la caracterizacion molecular de la isquemia placentaria y muestran una regulacion
epigenética comun implicada en la fisiopatologia de PE y RCIU.

Palabras clave: Preeclampsia, Restriccion del Crecimiento Intrauterino, Placenta,

IncRNA, microarreglos, expresion génica.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) and Intrauterine Growth Restriction (RCIU) are major
contributors to perinatal morbidity and mortality. These pregnancy disorders are
associated with placental dysfunction and share similar pathophysiological features.
The aim of this study was to compare the placental gene expression profiles,
including mMRNA and IncRNAs, from pregnant women included in four study groups:
PE, RCIU, PE-RCIU, and normal pregnancy (NP). Gene expression microarray
analysis was performed on placental tissue obtained at delivery and results were
validated using RTg-PCR. Differential gene expression analysis revealed that the
largest transcript variation was observed in the RCIU samples compared to NP (n =
461; 314 mRNAs: 252 up-regulated and 62 down-regulated; 133 IncRNAs: 36 up-
regulated and 98 down-regulated). We also detected a group of differentially
expressed transcripts shared between the PE and RCIU samples compared to NP
(n = 39), including 9 IncRNAs with a high correlation degree (p < 0.05). Functional
enrichment of these shared transcripts showed that cytokine signaling pathways,
protein modification, and regulation of JAK-STAT cascade are over-represented in
both placental ischemic diseases. These findings contribute to the molecular
characterization of placental ischemia showing common epigenetic regulation

implicated in the pathophysiology of PE and RCIU.

Keywords: preeclampsia; intrauterine growth restriction; placenta; microarray; gene

expression; LncRNA.



| INTRODUCCION
La preeclampsia (PE) y la restriccidon del crecimiento intrauterino (RCIU) son dos de
los principales sindromes obstétricos que contribuyen en la morbi-mortalidad
materna y perinatal (Tay y col., 2018). Estos trastornos del embarazo tienen graves
consecuencias para la salud materno-fetal (Marsal, 2017). La PE se caracteriza por
hipertension de novo en el embarazo y proteinuria (=3 g en 24 h); en ausencia de
proteinuria, el diagnéstico se establece cuando la hipertension se asocia con
trombocitopenia, edema pulmonar, alteraciones renales, hepaticas y/o neuroldgicas
(Berends y col., 2013; ACOG Practice Bulletin No. 202:, 2019). Por otra parte, la
RCIU se define como la incapacidad del feto para alcanzar su potencial de
crecimiento genético, que se suele diagnosticar por la desviacion estadistica del
tamafo fetal dentro de las curvas de crecimiento poblacional, en combinacion con
alteraciones hemodinamicas en la circulacion feto-placentaria (Sibley y col., 2005;
Burton y Jauniaux, 2018; Tay y col.,, 2018). Ambas patologias se consideran
enfermedades placentarias que comparten un trasfondo comdn en el que un
proceso de placentacion defectuoso conduce a insuficiencia placentaria. La
placenta es un 6rgano transitorio que cumple tareas clave para asegurar la nutricion
y el suministro de oxigeno al feto en desarrollo. En las enfermedades placentarias,
el deterioro de la capacidad del trofoblasto para invadir las arterias espirales del
Utero provoca dafo placentario, caracterizado por resistencia al flujo sanguineo,
hipoxia, aterosis, modificaciones inmunoldgicas y estrés oxidativo. Sin embargo,
aun se desconoce la razén por la cual los efectos sistémicos maternos se limitan a

la PE y no aparecen en otros trastornos placentarios. Existe evidencia que sugiere



gue los altos niveles de estrés oxidativo, un ambiente proinflamatorio severo y una
vasculatura materna anormal, conducen a la disfuncion endotelial observada
Gnicamente en PE (Roberts, 2014; Burton y Jauniaux, 2018; Knofler y col., 2019).

Las investigaciones centradas en el estudio de las caracteristicas placentarias,
incluyendo el andlisis del transcriptoma, han demostrado con éxito la relacion entre
estos trastornos y el deterioro de la funcion placentaria. Los andlisis
transcripcionales en la placenta se han realizado principalmente con el objetivo de
dilucidar los posibles mecanismos moleculares que subyacen a estas
enfermedades (Staff y col., 2013; Cox y col., 2015). La mayoria de los estudios se
han centrado en el ARNm y recientemente se ha analizado la contribucién de los
RNA largos no codificantes (IncRNA) en las alteraciones placentarias y su papel
como reguladores de multiples vias moleculares implicadas en la patogénesis
(McAninch y col. 2017). La PE es la patologia placentaria mas frecuentemente
estudiada (Zhou y col., 2006; Enquobahrie y col., 2008; V.Sitras y col., 2009; Vasilis-
Sitras y col., 2009; Sgrensen y col., 2010; Nishizawa y col., 2011; Kleinrouweler y
col., 2013; Leavey y col., 2016), mientras que otras complicaciones como la RCIU
han sido menos exploradas, por lo que todavia hay un vacio que llenar en cuanto a
la firma transcripcional compartida entre ellos, asi como en la posibilidad de
identificar biomarcadores candidatos para RCIU. El presente estudio se realizd con
el objetivo comparar los perfiles de expresion génica placentaria, incluidos los
MRNA y los IncRNA de mujeres embarazadas con gestaciones complicadas por PE,

RCIU o ambas.



Il REVISION DE LA LITERATURA

A SINDROMES OBSTETRICOS
Los desenlaces adversos mas frecuentes durante el embarazo incluyen patologias
como preeclampsia (PE), restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), diabetes
gestacional (DG), ruptura preematura de membranas (RPM) y parto pretérmino
(PPT), los cuales actualmente son considerados como sindromes obstétricos que
potencialmente tienen mas de una causa. Este término se refiere a las condiciones
patolégicas presentadas en el periodo perinatal que cumplen con las siguientes
caracteristicas (Carlo Di Renzo, 2009; Dessi, Marincola y Fanos, 2015):

e Etiologia multiple

e Periodo preclinico prolongado

e Naturaleza adaptativa

e Implicaciones fetales

e Resultados de interacciones complejas entre el genoma materno y fetal
La PE y la RCIU en conjunto representan la principal causa de morbilidad y
mortalidad materno-fetal, especialmente cuando se manifiestan al mismo tiempo,
como resultado del espectro mas severo de la enfermedad (Parker y Werler, 2014;
Marsal, 2017). Adicionalmente, se ha demostrado que el desarrollar alguna de estas
patologias durante el embarazo aumenta el riesgo enfermedades cardiovasculares
y metabolicas en etapas posteriores de la vida, tanto para la madre como para el

feto (Tay y col., 2018).



Por lo anterior, un numero creciente de grupos de investigacion se enfoca
actualmente en el analisis de los mecanismos moleculares y epigenéticos
involucrados en la etiologia de estos sindromes, asi como en el desarrollo de
algoritmos predictivos durante las primeras etapas de la gestacion, que permitan
prevenir las manifestaciones clinicas a través de intervenciones tempranas. Dichos
algoritmos utilizan diferentes herramientas de tamizaje tales como la ecografia
doppler y la determinacién de biomarcadores séricos. Sin embargo, dada la
naturaleza de estos sindromes que incluye un amplio espectro de manifestaciones
clinicas que se distinguen principalmente por diferentes grados de severidad y el
momento de inicio de la enfermedad, la implementacion de estas herramientas de
forma universal ha sido dificil (Sweeting, y col., 2015).

B  PREECLAMPSIA

La PE es considerada como un desorden hipertensivo del embarazo (Rath y
Fischer, 2009) y de acuerdo con el National High Blood Pressure Education Program
(NHBPEP) Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy, esta se define
como un sindrome multisistémico de gravedad variable, especifico del embarazo en
el ser humano, donde existe una perfusion sistémica reducida secundaria a un
vasoespasmo y activacion de la cascada de coagulacion. Esta enfermedad resulta
de un desequilibrio entre las demandas fetales y el suministro placentario que llevan
a un estado materno inflamatorio y puede ocasionar manifestaciones clinicas tanto

maternas como fetales. (Zamorski y Green, 2001).



1 Epidemiologiay factores de riesgo

La PE es considerada como una de las principales causas de morbilidad y motalidad
materna y perinatal. La incidencia global de esta enfermedad es del 5-14%
dependiendo de las caracteristicas poblacionales, aunque en general, en las
naciones en desarrollo la incidencia reportada es de entre 4-18% (Duckitt y
Harrington, 2005). Se ha estimado que aproximadamente 50,000 mujeres mueren
anualmente en el mundo a causa de esta enfermedad (Bell, 2010). En México, la
Secretaria de Salud reporta una frecuencia que oscila del 5 al 10% y sefala que la
PE es una causa importante de muerte materno-fetal, asi como de parto prematuro
y muerte perinatal. Existen algunos reportes que indican que esta enfermedad ha
llegado a ser responsable de hasta el 34% de las muertes maternas en nuestro pais,
sin embargo la cifra ha ido disminuyendo en los ultimos afios (Peralta-Pedrero y
col., 2004; Morgan-Ortiz y col., 2010).

De acuerdo con los reportes epidemiol6gicos de la Subsecretaria de Prevencion y
Promocion de la Salud, la RMM (Razdn de Muerte Materna) en México en la semana
25 del 2020 es de 36.8 defunciones por cada 100 mil nacimientos estimados, lo que
representa un incremento del 11.0% en la relaciéon con la misma fecha del 2019.
Segun este reporte epidemiolégico las principales causas de defuncion materna a
la primera semana de junio de 2020 son; en primer lugar, la enfermedad
hipertensiva, edema y proteinuria en el embarazo, parto y puerperio (19.2%),

seguido de hemorragia obstétrica (17.5%) y COVID-19 (13.8%) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Defunciones maternas y Razon de Muerte Materna (RMM), por

causa agrupada, México 2020

Grupo Total RMM %

Enfermedades Hipertensivas 68 7.1 19.2
Hemorragia obstétrica 62 6.4 17.5
COVID-19 49 51 13.8
Enfermedades del sistema

respiratorio que complica el 20 2.1 5.6
embarazo parto y puerperio

Probable COVID-19 18 1.9 5.1
Aborto 21 2.2 5.9
Sepsis puerperal y otras infecciones 13 1.4 3.7
Otros traumas obstétricos 6 0.6 1.7
gr%rg];rlgzzaomones obstétricas en el 10 11 28
Embolia obstétrica 3 0.3 0.8
Otras causas 1 0.1 0.3
(I;/Isupeggi—:; i(ggg;etrlca de causa no 1 0.1 03
i(rll?éjcsgzsn;:ltemas indirectas no 73 76 20.6
i(rll?éjcsgzsrggternas indirectas 6 06 17
Sin clasificar 3 0.3 0.8
Total General 354 36.8 100

Tomado de: Informe semanal de notificacién inmediata de muerte materna, Semana
epidemioldgica 25, actualizada al 26 de junio de 2020. Subsecretaria de Prevencién
y Promocion de la Salud, Direccion General de Epidemiologia.



Por otro lado, un nimero importante de reportes en la literatura actual han enlistado
una serie de factores de riesgo asociados al desarrollo de PE. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2011) los factores de riesgo principales
son: antecedente personal de PE, diabetes, hipertension cronica, enfermedad renal,
enfermedades autoinmunes y embarazo mdltiple (Sammour y col., 2011). Otros
factores de riesgo que también se han reportado incluyen primiparidad,
historia familiar de PE, obesidad, edad materna (<20 y >35 afos), periodo
intergenésico prolongado, alcoholismo y bajo nivel socioeconémico (Hsieh y col.,
2000; Skjeerven y col., 2002; Duckitt y Harrington, 2005; Conde-Agudelo ycol.,
2008).
2 Caracteristicas clinicas y fisiopatoldgicas

La PE ocurre normalmente después de la semana 20 de gestacion y se determinada
por la presencia de presion arterial elevada (= 140 mmHg/ 290 mmHgM, en al menos
dos ocasiones con 4 h de diferencia), acompafada de proteinuria, la cual se define
como una concentracion de proteinas mayor o igual a 300 mg en una muestra de
orina de 24 h (Barton y Sibai, 2008; ACOG Practice Bulletin No. 202, 2019). En
ausencia de proteinuria, el diagndéstico se establece cuando la aparicion de novo de
hipertension esta asociada con otros factores dentro de los que se incluyen;
deterioro de la funcion renal (creatinina >0.9g/L y/u oliguria <500 mL/dia), falla
hepatica, dolor epigastrico severo, edema pulmonar, problemas hematolégicos
(trombocitopenia hemdlisis y coagulacion diseminada intravascular), problemas
neurolégicos (dolor de cabeza severo, alteraciones visuales e hiperreflexia) y RCIU

(Cuadro 2) (Rath y Fischer, 2009).



Cuadro 2. Condiciones adversas y complicaciones severas en preeclampsia

Organo o sistema

Condicion adversa Complicaciones severas
afectado

Eclampsia

Cefalea/sintomas visuales PRES

Ceguera cortical 6 desprendimiento
SNC :
de retina

Coma,; escala de Glasgow <13

Infarto, AIT, DNR

Hipertension severa incontrolada
Dolor toracico/disnea (después de 12 horas de uso de tres
Cardio- agentes antihipertensivos)

Saturacion de oxigeno Saturacion de oxigeno <90, edema

respiratorio <97% pu|m0nar

Isquemia miocérdica

Conteo leucocitario

elevado Transfusion de cualquier componente
Hematologica Tiempos de coagulacion sanguineo
elevados
Bajo conteo plaquetario Conteo plaquetario <50x10°/L

Creatinina sérica elevada

Renal Acido Urico sérico elevado Lesion renal aguda
Nausea o vomito Disfuncion hepética
Dolor epigastrico
Hepatico Enzimas hepéticas Hematoma o ruptura hepatica
elevadas
Albumina plasmatica
disminuida
Ritmo cardio-fetal alterado Desprendimie_nto con evidencia de
compromiso materno-fetal
RCIU Onda reversa del ducto venoso
Feto-placentaria Oligohidramnios
Flujo diastélico revertido o Muerte fetal
ausente en velocimetria
Doppler

AIT: Ataque transitorio isquémico, DNR: Déficit neurologico reversible, PRES:
Sindrome de leucoencefalopatia posterior reversible. Modificado de: Laura A.
Magee y cols (2014). Diagnosis, evaluation, and management of the hypertensive
disorders of pregnancy.
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Segun el espectro de manifestaciones clinicas que se presentan, esta patologia se
puede clasificar como leve o severa. La PE leve se refiere a los criterios de
diagnéstico minimos de hipertension (140/90 mmHg) y proteinuria (300 mg) que
comienzan a las 20 semanas de gestacion y ocurre hasta en el 75% de los casos.
Los embarazos diagnosticados como PE leve generalmente no se asociacion con
manifestaciones clinicas fetales. Por otro lado, la PE severa se define por la
presencia de una o mas de las siguientes condiciones: aumento importante de la
presion arterial (160/110 mmHg), enzimas hepaticas elevadas, bajo conteo
plaquetario, dolor epigéastrico, cefalea, vision borrosa, proteinuria (>5gr/24h o de 3
a 4+), edema pulmonar, oligohidramnios, restriccion del crecimiento fetal y
desprendimiento placentario.

La progresion de leve a severa puede ser rapida, inesperada y en ocasiones
fulminante, llevando en casos extremos a fallas renal y hepdética, coagulacion
intravascular diseminada y anomalias del sistema nervioso central, en donde se
pueden presentar convulsiones. Cuando esto ultimo ocurre, el trastorno ha
evolucionado a una condicién llamada eclampsia. La aparicion temprana de esta
condicion (antes de las 34 semanas de gestacidn) esta relacionada con un aumento
en el riesgo materno y ocurre entre el 5y el 10% de los casos en donde se presenta
un predisposicion al desarrollo de complicaciones potencialmente letales como
eclampsia y sindrome de HELLP (hemdlisis, enzimas hepéaticas elevadas y bajo
conteo plaquetario) (Mora y Torres, 2005; Gregg, 2013).

La teoria mas generalizada sobre la preeclampsia sugiere que es una enfermedad

placentaria ya que la enfermedad desaparece una vez que la placenta es removida
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y puede surgir en ausencia del feto con presencia de tejido trofoblastico como en
los casos de desarrollo de molas hidatidiformes. La etiologia de de la PE es
compleja e involucra multiples vias, que se pueden agrupar en procesos asociados
a una placentacion inadecuada que desencadenan una cascada de respuestas
secundarias, que llevan a los signos y sintomas observados en la enfermedad
(Sweeting y col.., 2015). Se considera que la isquemia placentaria observada en los
casos de PE esta asociada a baja tolerancia inmunoldgica, desarrollo placentario
inadecuado, invasion trofoblastica deficiente, estrés oxidativo y trombosis
(Huppertz, 2008). De acuerdo con los eventos fisiopatolégicos que se presentan,
estd enfermedad parece progresar en dos etapas:
1. Preclinica o asintomatica: parece surgir del mal desarrollo de la
placenta por las interacciones feto-maternas aberrantes, que llevan al dafio
histoldgico e inadecuada invasion de las células trofoblasticas. Esto resulta
en una transformacién fallida de las arterias espirales, generando un
sistema vascular de alta resistencia que subsecuentemente afecta la
perfusion placentaria. Lo anterior genera una hipoxia crénica que da lugar
al desarrollo de estrés oxidativo y un aumento de la apoptosis y necrosis
placentaria.
2. Clinica: surge cuando los sistemas vasculares e inmunologicos
maternos no pueden controlar los procesos y se presentan los sintomas
maternos de la condicion caracterizados por disfuncion endotelial,

hipertension y una respuesta inflamatoria exacerbada (Grill y col., 2009).
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Ademas de la isquemia placentaria, la disfuncién endotelial es la segunda
caracteristica mas distintiva en la fisiopatologia de la PE. El endotelio tiene
funciones de control sobre la circulacion mediante la produccién de diversas
sustancias vasoactivas y ejerce funciones trascendentales en el curso del embarazo
normal, esté promueve una profunda reduccion de la reactividad vascular frente a
la mayoria de los agentes vasoconstrictores, reduce la resistencia vascular
periférica y en consecuencia, de la presion arterial, ademas aumenta la produccion
de oxido nitrico un importante vasodilatador para la circulacion (Gilberty col.., 2008).
En la PE existe una respuesta exagerada a los agentes vasoconstrictores,
especialmente los componentes del sistema RAS (Renina, Angiotensina,
Aldosterona) tienen una participacion importante en las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. La angiotensina Il a través de su receptores, estimula la reabsorcion
tubular proximal de sodio, la liberacion de aldosterona, la liberacién de
noradrenalina, la liberacion de inhibidores del factor tisular activador del
plasmindgeno, la liberacion de factores de crecimiento que actian sobre las células
musculares de los vasos sanguineos y sobre la matriz extracelular; también estimula
la liberacién de endotelina que es un importante vasoconstrictor y desencadena la
formacién de radicales libres que a su vez estimulan la degradacion del éxido nitrico,
lo que finalmente contribuye al desarrollo de la disfuncion endotelial materna.
Durante este proceso, también se ha observado un aumento en la expresion de
moléculas de adhesion leucocitaria y todos estos eventos condicionan un aumento

de las resistencias vasculares periféricas. De acuerdo con lo anterior existe una
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serie de mediadores bioquimicos que se han encontrado asociados al desarrollo de
disfuncion endotelial en PE:

e Aminas vasoactivas

e Proteasas plasmaticas

e Lipidos bioactivos

e Deportacion del trofoblasto

e Citocinas

e Radicales libres

e Antigenos de membrana leucocitarios

e Endotelinas (Contreras y col., 2002).
Se ha sugerido que el proceso de disfuncion endotelial puede surgir por un aumento
en la produccion de una gran variedad de factores anti-angiogénicos durante la
isquemia placentaria dentro de los que se encuentran; el factor de endotelio vascular
1(VEGF), la fraccion soluble de la tirosin cinasa 1 (sFltl) y la endoglina soluble
(SsENG), estos factores son liberados a la circulacion materna y se asocian con los
procesos de hipertension y proteinuria que ocurren en PE. El proceso de disfunciéon
endotelial culmina en vasoconstriccion grave sistémica y afectacién multiorganica
de magnitudes diversas tanto para la madre como para el feto (Perniy col., 2012).
Todos los componentes involucrados en los procesos fisiopatologicos que subyacen
a la enfermedad poseen factores genéticos involucrados y existe de cierto modo
una naturaleza hereditaria, rasgo que ha permitido realizar la selecciéon de genes

candidatos para su estudio (Berends y col., 2008). Las interacciones entre los
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genotipos maternos y fetales, los efectos ambientales y la epistasis (interaccion
entre diversos genes) también son considerados factores clave para el desarrollo
de la PE (Broughton Pipkin, 2001).
C RESTRICCION DEL CRECIMIENTO INTRAUTERINO
La RCIU se define como la incapacidad del feto para alcanzar su potencial de
crecimiento genético, es generalmente diagnosticada por la desviacion estadistica
del tamafo del feto dentro de la curva de crecimiento estandar basada en una
poblacién. Ademés de las limitaciones en el crecimiento, los fetos restringidos
también presentan alteraciones hemodinamicas de la circulacion feto-placentaria
(Sibley y col., 2005; Burton y Jauniaux, 2018; Tay y col., 2018).

1 Epidemiologiay factores de riesgo
Las alteraciones en el crecimiento fetal afectan hasta el 10% de todas las
gestaciones y los fetos con RCIU representan hasta un 20% de las muertes
perinatales y un 20% de los nacimientos prematuros (<34 SDG). Las muertes
perinatales ocurren de forma mas comun entre fetos que se encuentran por debajo
del percentil 3 y/o presentan alteraciones de la arteria umbilical (Unterscheider y
col., 2014).
Los fetos diagnosticados con RCIU presentan un amento de 6 a 10 veces en el
riesgo de muerte perinatal, mayor morbilidad perinatal (asfixia intraparto, sindrome
de aspiracion meconial), mayor riesgo de paralisis cerebral y déficit intelectual a
largo plazo, asi como mayor riesgo de muerte subita del lactante. Paralela a la
morbilidad perinatal y neonatal existe evidencia que asocia a la RCIU con

importantes alteraciones en la vida adulta tanto metabolica como cardiovascular.
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Incluso en la infancia se han observado alteraciones en el desarrollo neurologico y
cardiovascular (Barker, 1990; Miller y col., 2008).
Se ha encontrado que diversos factores pueden afectar el crecimiento fetal, los
cuales se pueden agrupar en tres grandes categorias:
e Factores maternos: hipertension arterial, enfermedad renal crdnica,
diabetes, enfermedad cardiaca o respiratoria, desnutricion, anemia,
Infecciones (TORCH), drogadiccion (abuso de alcohol, drogas) vy
tabaquismo
e Factores utero-placentarios: isquemia placentaria, desprendimiento
placentario, placenta previa, e infeccion decidual.
e Factores fetales: gestacion multiple, infecciones, defectos congénitos y
anomalias cromosomicas (Donoso-Bernales y Oyarzu-Ebensperger, 2012).
2 Caracteristicas clinicas y fisiopatolégicas
Los fetos identificados por debajo de percentil 10 se consideran como fetos
pequefios para edad gestacional (PEG), sin embargo, a pesar de que todos los
casos representan un grupo importante en el seguimiento perinatal al tener un
impacto en las tasas de morbilidad, solo se clasifican como RCIU aquellos que
presentan alteraciones hemodinamicas (Figueras y Gratacds, 2014).
Dentro de los casos catalogados como RCIU se distinguen dos clases importantes:
aquellos con insuficiencia placentaria y los secundarios a dafio fetal o placentario
intrinseco, como cromosomopatias, sindromes genéticos, errores innatos del

metabolismo, infecciones intrauterinas y gestaciones mdltiples; sin embargo, el
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principal grupo de interés en el manejo perinatal es el secundario a insuficiencia
placentaria. La identificacion de las caracteristicas clinicas y el diagnostico de los
casos con RCIU se realizan mediante screening ecografico fetal, en donde se
incluye la valoracion del crecimiento (Eduardo Sepulveda y col., 2014).
El protocolo completo de atencion en todas las gestaciones incluye la realizacion de
3 ecografias repartidas durante el primer, segundo y tercer trimestre. EI momento
de realizacion y los objetivos de estas ecografias se resume a continuacion:
e ler trimestre (11-13 SDG): Confirmar gestacion intrauterina, confirmar
evolutividad de la gestacion, determinar el nimero de fetos y la corionicidad
en caso de gestaciones multiples, datacion de la gestacion, determinacion
de los marcadores para aneuploidias, valoracion anatomica precoz y
determinacién del indice de pulsatilidad (IP) de las arterias uterinas para
calcular el riesgo de PE.
e 2°trimestre (20-22 SDG): Valoracion de placenta, insercion del cordon
y liquido amniodtico, valoracion del crecimiento fetal y valoracion de la
anatomia fetal.
e 3er trimestre (>28 SDG): Valoracion de placenta y liquido amniético,
valoracion del crecimiento fetal, revaloracion de la anatomia fetal para
descartar patologia evolutiva y/o de posible aparicion tardia (Gaccioli y col.,
2018).
La evaluacién en segundo y tercer trimestre incluyen el estudio de biometria fetal

en donde se observan cortes estandarizados siguiendo los criterios de la ISUOG.
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Las medidas que se toman son: Diametro biparietal (DBP), perimetro cefalico (PC),
perimetro abdominal (PA) y longitud del fémur (LF). A partir de la semana 24 se
calcula el peso fetal estimado (PFE), para lo cual se utiliza del DBP, PC, PAy LAYy
se calcula el percentil de acuerdo con las curvas Hadlock 6 se utiliza PA 'y LFD si
las medidas cefélicas no son aplicables y el percentil segun edad gestacional y sexo
fetal. En caso de peso fetal inferior al percentil 10, se realiza estudio Doppler
fetoplacentario mediante el indice de pulsatilidad (IP) de las arterias uterinas, arteria
umbilical, arteria cerebral media y calculo del cociente cerebroplacentario (Deter y
col., 1984; Hadlock y col., 1985; Bennasae y Borobio, 2016; Gaccioli y col., 2018).

En la RCIU asociada a insuficiencia placentaria se distinguen dos fenotipos clinicos
diferentes dependiendo del momento de la gestacion en el que se manifiesten; RCIU
de inicio temprano (<34 SDG) y RCIU de inicio tardio (> 34 SDG) (Cuadro 3). La
restriccion fetal temprana se refiere a los casos que se presentan antes de la
semana 34 de gestacion y se presenta entre el 20 y 30% de todos los casos de
RCIU; esta se relaciona con PE hasta en el 50% de los casos y ademas se
encuentra altamente asociada a insuficiencia placentaria severa e hipoxia fetal

cronica.
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Cuadro 3. Diagnostico y clasificacion de la Restriccion del Crecimiento

Intrauterino

RCIU de inicio temprano
(<34 SDG)

RCIU de inicio tardio
(=34 SDG)

Alto grado insuficiencia placentaria

Bajo grado insuficiencia placentaria

Hipoxia elevada: Adaptacion

cardiovascular sistémica

Hipoxia moderada: Adaptacion

cardiovascular central

Feto inmaduro con alta tolerancia a

hipoxia

Feto maduro con baja tolerancia hipoxia

Baja prevalencia

Alta prevalencia

Alta mortalidad y morbilidad

Baja mortalidad, pero es una causa
importante de oObito fetal y alta morbilidad

neuroldgica

Problema: Manejo

Problema: Diagnostico

Modificado de: Francesc Figueras Eduard Gratacés. Update on the Diagnosis and
Classification of Fetal Growth Restriction and Proposal of a Stage-Based
Management Protocol. Fetal Diagn Ther. 2014 Jan 23.
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Un alto porcentaje de los casos tempranos se identifica en la ecografia fetal por
alteraciones en el doppler de arteria umbilical (AU), en donde se muestra un flujo
diastolico cero o ausente (Kady y Gardosi, 2004). Los casos tempranos también son
clasificados y diagnosticados cuando se identifican al menos dos de los siguientes
parametros: I) PFE o PA por debajo del percentil 10, 1) IP de la arteria uterina mayor
al percentil 95, Ill) IP de la arteria umbilical mayor percentil 95. Los casos de
manifestacion temprana son casos graves, que se asocian con muerte fetal y
generan prematuridad, con mal pronadstico.

Por lo tanto, el desafio principal en los casos de manifestacion temprana es la
monitorizacion y decision de cuando finalizar la gestacion, con el objetivo de
equilibrar mortalidad versus prematuridad. La RCIU de inicio tardio representa hasta
el 80% de los casos y tiene una baja asociaciéon con PE, estos presentan una
insuficiencia placentaria leve y se clasifican y diagnostican cuando dos de los
siguientes parametros se presentan: 1) Peso fetal estimado o PA <3er percentil, I1)
crecimiento fetal dos quartiles menos a lo largo del monitoreo fetal y Ill) radio
cerebroplacentario menor al percentil 5. En estos casos el doppler de arteria
umbilical tiene baja sensibilidad para su deteccion.

A pesar de que los casos de inicio tardio tienen una manifestacion mas benigna que
los casos de restriccion temprana, los fetos afectados presentan riesgo alto de
sufrimiento fetal antes del parto y acidosis neonatal (Eduardo Sepulveda y col.,
2014).

Los casos de RCIU también pueden ser clasificados de acuerdo con su severidad,

la cual esta definida por el percentil fetal, se observan tres categorias:
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e RCIU leve: entre percentil 5y percentil 10

e RCIU Moderado: entre percentil 2 y percentil 5

e RCIU Severo: menor de percentil 2
Mientras que, a partir del analisis de las proporciones corporales fetales, la
restriccion del crecimiento intrauterino se clasifica como simétrica (tipo 1) vy
asimétrica (tipo Il), esta clasificacion sugiere la causa de la restriccion del
crecimiento intrauterino.

e Tipo I: simétrico, precoz, proporcionado, incluye a los fetos normales o

constitucionales y los patoldgicos secundarios a genopatias, infecciones

virales o drogas.

e Tipo II: asimétrico, tardio, desproporcionado, asociado a hipoxemia de

origen placentario (Ego y col.., 2006).
Los fetos con restriccién asimétrica estan asociados a una mala funcion placentaria,
que puede ser tanto de origen primario o por patologias maternas con
alteraciones vasculares generalizadas que secundariamente comprometan la
placenta alterando la nutricion fetal. Ejemplo de esto son la preeclampsia,
hipertension arterial crénica, diabetes mellitus pregestacional, enfermedades del
colageno. Esta situacién es la causa mas frecuente de restriccion del crecimiento
intrauterino  en fetos con morfologia normal (Donoso Bernales y Oyarzin
Ebensperger, 2012)
El proceso de insuficiencia placentaria en los casos de RCIU genera un déficit de

transporte de oxigeno y nutrientes hacia el feto y se activan una serie de
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mecanismos de adaptacion que aun no han sido del todo dilucidados, sin embargo,
se ha reportado que existen cambios metabdlicos, endocrinos, hematologicos,
cardiovasculares y también en el comportamiento fetal. Entre los eventos
hemodinamicos, se puede observar una vasodilatacion de territorio cerebral que
busca privilegiar flujo sanguineo altamente oxigenado hacia el territorio encefalico.
Paralelamente y conforme ocurre un mayor deterioro fetal, el flujo de la AU varia
hasta llegar a un aumento de la resistencia mediante la disminucion progresiva del
flujo en diastole, que puede progresar hasta el flujo diastélico cero y finalmente en
flujo diastdlico reverso. Lo anterior genera la alteracion de flujos venosos
precordiales como ductus venoso y vena umbilical. La alteracién en estos vasos
pone el sello diagndstico de disfuncion cardiaca fetal en etapas avanzadas de
deterioro fetal (Eduardo Sepulveda y col., 2014; Figueras y Gratacés, 2014). De
acuerdo con lo anterior a secuencia tipica de alteraciones en los casos de deterioro
fetal por hipoxemia placentaria es:

1. Aumento de resistencia placentaria, reflejado por un incremento en el IP de
las arterias umbilicales. Cuando esto se hace extremo, aparece el fendmeno
del flujo diastélico ausente y el evento final es la regurgitacion del flujo
umbilical durante la diastole (flujo diastélico reverso).

2. Paralelamente se va produciendo una redistribucion de flujo sanguineo fetal,
privilegiando los “érganos nobles”, manifestado principalmente por

vasodilatacion de la arteria cerebral media.
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3. La fase final de esta cadena es la alteracion de flujos venosos fetales, que
corresponde a la disminucién en la en las zonas de las cavidades derechas
por isquemia.

4. La recuperacion de flujo cerebral normal es signo de muerte fetal inminente
y corresponde a la pérdida de mecanismos de autorregulacion de irrigacion
cerebral.

Es por eso que el manejo de los casos diagnosticados como RCIU, requiere una
adecuada evaluacion y monitoreo de la unidad de feto-placentaria que permita
predecir tempranamente la evolucion fetal y planificar mejor el momento de parto
(Pattinson y col., 1994; Baschat y Weiner, 2000).

El pronéstico individual de cada caso de restriccion del crecimiento intrauterino va
en directa relacion con la prematurez, grado y deterioro de la unidad feto-
placentaria, dentro de los casos con peor prondstico estan aquellos casos asociados
a insuficiencia placentaria severa de inicio precoz. Aquellos casos bajo percentil 10
constitucionales y aquellos de término con minimo compromiso de la unidad
fetoplacentaria, no muestran un pronéstico significativamente diferente al de recién
nacidos adecuados para la edad gestacional (Donoso-Bernales y Oyarzin-
Ebensperger, 2012).

D FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD PLACENTARIA

La placenta es un érgano transitorio esencial para el mantenimiento del embarazo
y para asegurar el crecimiento fetal. Su funcidn principal es la transferencia de
nutrientes y gases de la madre al feto y la eliminacion de productos resultantes del

metabolismo fetal. El flujo sanguineo materno es transportado desde el Gtero a
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través de las arterias espirales, irrigando y proporcionando nutrientes hacia el
espacio intervelloso. Este 6rgano protege al feto de ataques del sistema
inmunologico materno, funciona como una barrera protectora de patogenos y lleva
a cabo funciones endocrinas al secretar hormonas asociadas al embarazo y factores
de crecimiento (Soares y col., 1996; Moffett y col., 2006).

Dada la presencia de antigenos paternos en el feto y la parte fetal de la placenta,
ambos son considerados como aloinjertos para los tejidos maternos. La
desregulacion del proceso de placentacion puede ser determinante tanto para la
madre como para el feto. Un crecimiento exacerbado puede llevar en ocasiones a
invasividad y enfermedad trofoblastica en la madre, mientras que un desarrollo
hipoplasico esta asociado a hipertension materna y RCIU (Cross, 2000; Regnault y
col., 2002; Fisher, 2004).

1 Desarrollo placentario temprano

El proceso de placentacion comienza desde la adaptacion temprana de preparacion
del endometrio para la implantacion del blastocito. Para que el proceso de
implantacion ocurra es necesario que se lleve a cabo la decidualizacion del
endometrio, la cual consiste en modificar las células estromales endometriales,
glandulas uterinas, vasos y la poblacién de células inmunes uterinas. En humanos,
la decidualizacion es independiente de la presencia del blastocito y empieza en la
fase secretora tardia del ciclo menstrual. Por otro lado, en el blastocito se originan
las células trofoblasticas las cuales tienen una importante contribuciéon en el
desarrollo de los tejidos extraembrionarios (placenta y membranas) asi como en

procesos de desarrollo temprano de la gestacion. La implantacion del blastocito
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consiste en la interaccion de las células del trofoblasto y el endometrio y se da en
un periodo corto de tiempo denominado ventana de receptividad entre el dia 20 y
24 del ciclo menstrual. Una vez implantado el blastocito, la capa de trofoblasto se
diferencia en dos capas distintas: a) sincitiotrofoblasto (ST), que es la mas externa;
esta formada por células multinucleares alineadas y hace contacto directo con la
sangre materna; y, b) el citotrofoblasto (CT), que es la capa mas interna compuesta
por células mononucleares. Las células progenitoras de CT se fusionan unas con
otras para formar el ST. Alrededor del dia 14 después de la implantacién, el CT da
lugar a un grupo celular denominado trofoblasto extravelloso (EVT), estas células
tienen un fenotipo invasivo necesario para llevar a cabo el proceso de remodelacion
de las arterias uterinas maternas (Valencia, 2014).

La diferenciacion de CT a ST o EVT es controlada por diferentes agentes, tales
como factores de transcripcion, genes especificos, hormonas, factores de
crecimiento, citocinas y niveles de oxigeno (Scifres y Nelson, 2009). Como resultado
del proceso de implantacion, proliferacion y diferenciacion del trofoblasto se forman
las estructuras vellositarias de la placenta. El trofoblasto del blastocisto implantado,
junto con el mesodermo extraembrionario localizado internamente a este, forman lo
que se denomina corion. En los primeros 28 dias de gestacion, las vellosidades
coriales evolucionan de vellosidades primarias a secundarias y posteriormente
terciarias 0 mesénquimales. La vellosidad mesénquimal es la primera estructura
morfologica para un efectivo intercambio materno-fetal de nutrientes, gases y
sustancia residuales (Fig. 1A). En la semana 23 de gestacion, el desarrollo de las

vellosidades cambia de vellosidades mesénquimales a vellosidades intermedias
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maduras y de estas brotan las vellosidades terminales las cuales son altamente
efectivas para el intercambio difusional materno-fetal (Fig. 1B) (Castellucci y col.,
2000).

El desarrollo placentario adecuado depende de un complejo proceso de formacion
de células del trofoblasto, de una correcta decidualizacion del endometrio materno,
asi como de una apropiada implantacion e invasion trofoblastica, asi mismo es
indispensable una coordinada sucesion de eventos celulares para una adecuada
remodelacion de vasos espirales y establecer la circulacién utero-placentaria
(Valencia, 2014).

En un embarazo normal antes de la semana 9 de gestacion la perfusion placentaria
debe ser minima, con el objeto de evitar que el producto en etapas tempranas sea
expuesto a radicales libres de oxigeno y prevenir que haya rechazo potencial del
alo-injerto placentario. A partir del segundo trimestre, la placenta requiere de un
aumento al suministro de flujo sanguineo materno. Este flujo es creado por la
remodelacion extensa de las arterias espirales que llevan la sangre directamente
hacia las intervellosidades de la placenta; el proceso depende principalmente de la
diferenciacion de las células trofoblasticas de la placenta a EVT (Roberts y

Escudero, 2012).
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Figura 1. Desarrollo de las vellosidades coriales en el proceso de placentacién. A)
Desarrollo de las vellosidades primarias, secundarias y terciarias: B) Caracteristicas
histolégicas de los distintos tipos de vellosidades y sus relaciones topogréficas. La parte
izquierda del diagrama representa el primer y segundo trimestre y la parte derecha el
tercer trimestre. Los “hot spots” marcan los sitios en donde se desarrollan las futuras
ramificaciones vellosas. Adaptado de: Valencia, J.A., 2014. Early placental development:
pathophysiological aspects. Revista Peruana de Ginecologia y Obstetricia.
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A partir de las 12 semanas, el EVT migra a la decidua y remodela de forma extensiva
las arterias espirales hasta que se pierde la capa del musculo liso. EI EVT o
trofoblasto endovascular expresa marcadores de células endoteliales incluyendo a
factores angiogénicos y sus receptores y forman un pseudo epitelio rodeado por
vasos en parte fetales y en parte maternos (Redman y Sargent, 2005; Chappell y
Morgan, 2006; Chelbi y Vaiman, 2008; Redman y Staff, 2015). Mientras que el
trofoblasto endovascular migra a las arterias espirales maternas, los trofoblastos
intersticiales invaden el estroma de la decidua, colonizan los vasos externos y se
comunican con diversos tipos celulares como las células estromales de la decidua,
macrofagos y células NK (Turco y Moffett, 2019).

Al final del proceso de placentacion, se forma un espacio fetal que esta en contacto
directo con la sangre materna. Ambos subtipos de trofoblastos estan involucrados
de manera critica en la transformacién vascular de las arterias espirales a conductos
dilatados sin capacidad de contraerse ante estimulos humorales o neurales que
garantizan el flujo sanguineo a una velocidad reducida hacia el espacio intervelloso.
Esta disminucion en el flujo es esencial para mantener la integridad de las
vellosidades coriales y garantizar el tiempo necesario para llevar a cabo
adecuadamente el intercambio de nutrientes, gases y productos de desecho
(Knofler y col., 2019). Por lo tanto los subtipos de trofoblastos juegan un papel muy
importante en la expansion de la capacidad vascular de la circulacion utero-

placentaria (Redman y Sargent, 2005).
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2 Alteraciones en el proceso de placentacion
Los defectos profundos en el proceso de placentacion estan asociados con un
espectro amplio de sindromes obstétricos dentro de los que se incluyen PE, RCIU,
parto pretermino con membranas intactas, abrupcion placentaria y aborto
espontaneo. Se ha propuesto que estos desordenes asociados a fallas en la
placentacion se caracteriza. principalmente por:
1) Diferentes grados de restriccion fisioldgica en proceso de transformacion
de las arterias espirales.
2) Presencia de lesiones arteriales en las zonas de unién entre el miometrio
y placenta (Brosens y col., 2011).
Particularmente se ha demostrado que tanto en PE como en RCIU las
modificaciones en las arterias espirales no ocurren de forma completa (Fig. 2). Las
porciones terminales de los vasos no se dilatan de manera normal para el
embarazo, la capa muscular no se remueve por completo y la modificacién de las
arterias no se extiende mas alla de la capa decidual, lo cual genera principalmente
una resistencia al flujo sanguineo, incremento en el dafio a las vellosidades y baja
disponibilidad de oxigeno. Lo anterior ocasiona la activacion de la cascada de
coagulacion, oclusion vascular, aterosis y zonas de infarto en la placenta, todos
estos cambios son signos de isquemia placentaria y han sido reportados en ambas
patologias.
Dentro de las consecuencias fisiopatoldgicas de la isquemia placentaria se
observan los efectos locales en la placenta que incluyen estrés oxidativo y estrés

en el reticulo endoplasmico.
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Miometric

Espiral

Figura 2. Alteracion en el proceso de remodelacion de las arterias espirales
en enfermedades asociadas a isquemia placentaria. Durante el embarazo, las
arterias espirales que subyacen a la placenta, que en las mujeres no embarazadas
son tipicamente pequefas arterias musculares que contienen musculo liso y una
lamina elastica interna, se someten a una remodelacién fisioldgica. Esto incluye la
dilatacion terminal, la pérdida de la lamina elastica interna y la pérdida de masculo
liso. Este cambio se extiende al tercio interno del miometrio, resultando en la pérdida
de una eliminacion de musculo liso vascular en la union decimal del miometrio. Este
"esfinter" se propone como responsable de terminar el flujo sanguineo en el
momento de la menstruacion. En la preeclampsia este proceso no esta completo.
La dilatacion terminal no es tan extensa y la remocién del musculo liso no es
completa y no se extiende mas alla de la decidua. NK: Célula Natural Killer; TEV:
Trofoblasto extravascular; TENV: Trofoblasto endovascular. Adaptado de: Roberts,
J.M. Pathophysiology of ischemic placental disease. Semin. Perinatol. 2014.
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Se ha propuesto que el estrés oxidativo es inducido en diferentes grados
dependiendo del nivel de deterioro en la capacidad de invasion trofoblastica, mismo
gue a su vez se asocia con el momento de inicio de la enfermedad. Los casos de
inicio temprano generalmente son los que presentan mayor severidad en los efectos
tanto maternos como fetales que a su vez se asocian con una mayor deficiencia en
la remodelacion de las arterias y niveles de estrés oxidativo (Roberts, 2014) .
Ademas, la induccion de estrés del reticulo endoplasmico genera una disminucion
en la sintesis de proteinas, lo que finalmente conlleva a muerte celular e inflamacion,
lo anterior ha sido asociado principalmente con una disminucion en el tamafio de la
placenta y el origen de la restriccion fetal (Burton y Jauniaux, 2004; Roberts, 2014).
Por otro lado, los efectos sistémicos de la disfuncidon placentaria se limitan a
manifestarse en PE y se ha propuesto que estos son generados en la circulacion
materna en respuesta a la liberacion de factores placentarios y una predisposicion
materna al desarrollo de disfuncion endotelial (Redman y Sargent, 2004). Sin
embargo, la génesis sobre la alteracion en el proceso de remodelacion en las
arterias espirales, asi como la razén por la cual los efectos sistémicos de la isquemia
placentaria se limitan a PE, ain son objeto de intensa investigacion y no se ha
llegado a un consenso en la respuesta a ello.

E TRANSCRIPTOMA PLACENTARIO E IMPLICACIONES EN PATOLOGIAS

PLACENTARIAS
Las investigaciones centradas en el estudio de la circulacion placentaria, el
metabolismo, el fenotipo de la placenta, histopatologia y el analisis del transcriptoma

han demostrado con éxito la relacion entre PE y RCIU con el deterioro de la funcion
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placentaria. En particular, el analisis del transcriptoma mediante técnicas de
secuenciacion de segunda generacion o de microarreglos se ha utilizado para
dilucidar posibles mecanismos moleculares subyacentes a la fisiopatologia
placentaria e incluso identificar biomarcadores derivados de la placenta que podrian
refinar su prediccion diagnéstico (Staff y col., 2013).

El transcriptoma se define como la coleccion completa de transcritos de RNA
producidos a partir del genoma de una célula en cualquier estado. Las clases de
RNA son diversas en cuanto a estructura, tamafio y funcion; ademas del RNAm, se
encuentran RNAs no codificantes regulatorios en donde se incluyen microRNAs
(miRNAS), RNAs largos no codificantes (INcCRNAs) y RNAs circulares (circ-RNAS)
(Fig. 3). Todas las clases de RNA se transcriben en el nucleo, pero pueden
procesarse y exportarse de manera diferencial.

Los miRNAs y los IncRNAs pueden afectar a la regulacion de los genes mediante
alteracién de la estructura de la cromatina y las modificaciones epigenéticas (Cox y
col., 2015).

Particularmente los IncRNAs poseen un amplio rango de funciones moleculares,
estos pueden actuar como andamios, moléculas de sefializacion y sefiuelos
antisentido, lo que les proporciona la propiedad de actuar como molécula de
interferencia transcripcional. Es comun que los INCRNAs sean capaces de llevar a
cabo mas de una funcion. Los IncRNAs que funcionan como andamio son pueden
unirse a otras proteinas y otros RNAs para formar largos complejos funcionales,

tales como RNA telomerasas.
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Interacciones y funciones del transcriptoma celular
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Figura 3. Interacciones y funciones del transcriptoma celular. Todas las clases
de RNA se transcriben en el nucleo, pero pueden procesarse y exportarse de
manera diferencial. Los microARN (miARN) y los ARN largos no codificantes
(IncARN) también pueden importarse de vuelta al nlcleo, donde pueden afectar a
la regulacibn de los genes mediante la estructura de la cromatina y las
modificaciones epigenéticas. Todavia se estan dilucidando las funciones completas
de los IncCARNs y los ARNSs circulares (circRNAs). Modificado de: Cox, B.; Leavey,
K.; Nosi, U.; Wong, F.; Kingdom, J. Placental transcriptome in development and
pathology: Expression, function, and methods of analysis. Am. J. Obstet. Gynecaol.

2015.
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Adicionalmente los IncRNAs actuan como sefales particulares de las distintas
etapas del desarrollo. La transcripcion de algunos IncRNAs puede también ser
indicativa de silenciamiento génico o pueden actuar como marcadores de eventos
transcripcionales. Otros INcRNAs actian mediante la union a una proteina blanco y
evitan que estas lleven a cabo sus funciones normales, también son capaces de
unirse y secuestrar pequefios RNAs reguladores incluyendo los miRNAs. A pesar
de que se ha identificado un gran numero de IncRNAs, la lista continta creciendo,
aunque las funciones de la mayoria de estos aun es desconocida. Estudios
recientes han demostrado que estos transcritos tienen un rol importante en la
regulacion de la expresion génica en el desarrollo embrionario, fetal y placentario
(McAninch y col., 2017).

La evaluacion del transcriptoma en el desarrollo normal de la placenta es importante
porque aun cuando los sintomas de las complicaciones del embarazo aparecen
generalmente en la segunda mitad de la gestacion, sus origenes celulares y
moleculares se establecen probablemente en el primer trimestre, ademas la
placenta tiene un transcriptoma distinto que incluye muchas especies de RNAm y
RNANc que no estan presentes en ningun otro 6rgano humano. (Vaiman et al.,
2013) Este organo también presenta un desafio Unico para el analisis del
transcriptoma, ya que se trata de un Organo en desarrollo que se adapta
constantemente al entorno materno, tanto en estados fisioloégicos (por ejemplo,
anemia materna o gran altitud) como en estados de enfermedad materna (obesidad,
diabetes), placentaria (insuficiencia vascular uteroplacentaria) y fetal (hidrops no

inmune, anemia hemolitica fetal).

34



Clasicamente, la placenta se divide en 3 etapas trimestrales igualmente espaciadas
con relacion al desarrollo fetal. Se ha tipificado el transcriptoma durante el desarrollo
normal y se han identificado variaciones de expresion de las distintas clases de RNA
dependiendo del momento de la gestacion y el tipo celular que se esté evaluando
(origen fetal vs origen materno) asi como diferencias en patrones de expresion
dependientes del sexo fetal (Cox y col., 2015).

En la ultima década las ciencias omicas han sido utilizadas con la finalidad de
comprender los distintos mecanismos fisiopatolégicos que subyacen a la
enfermedad placentaria. Los estudios omicos hacen referencia al campo de las
ciencias biologicas que tienen como objetivo la caracterizacion colectiva y la
cuantificacion de un conjunto de moléculas biolégicas que proporcionan estructura
funcionalidad y participan en las dinamicas de los organismos mediante el uso de
metodologias como la secuenciacion de segunda generacion, espectrometria de
masas de alta resolucién y microarrreglos. Estas plataformas generan inmensos
volumenes de datos en un periodo de tiempo condensado. En el caso de las
enfermedades placentarias, la mayoria de los estudios se han llevado a cabo
comparando muestras provenientes de casos con los padecimientos vy
comparandolos con muestras de un grupo control. Las diferencias moleculares han
sido encontradas en la forma de mRNA, SNPs (Polimorfismos de un solo
nucleotido), sitios de metilacion de DNA, proteinas y metabolitos, ademas el uso e
implementacion de herramientas bioinformaticas avanzadas han permitido el
descubrimiento de sub-tipos moleculares de la enfermedad, asi como la

identificacion de mecanismos de regulacidon complejos y participacion de genes
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cuya desregulacion esta directamente implicada en los distintos fenotipos de PE y
RCIU (Benny y col., 2020).

1 Caracterizacion del transcriptoma placentario en preeclampsia

Desde la ultima década, el transcriptoma placentario en PE ha sido el mas estudiado
en comparacion con otros sindromes obstétricos y la mayor parte de los sets de
datos disponibles sobre tejido placentario proviene de estudios realizados en PE,
los cuales comprenden principalmente informacién a nivel de RNA y mas
recientemente se ha caracterizado el perfil global de expresion de miRNAs y
IncRNAs. Distintos grupos de investigacion han comparado el perfil de expresion
global mediante estudios de casos y controles y se han comparado los distintos
fenotipos tanto en RCIU como en PE. Para esto se han utilizado diferentes
metodologias (microarreglos 6 RNA seq), diversas plataformas y distintas
aproximaciones bioinforméaticas, por lo que los resultados publicados no son del
todo comparables, sin embargo, ha sido posible identificar genes clave y vias
moleculares importantes implicadas en las fisiopatologias de los sindromes.
Enquobahrie y cols. (2008), publicaron los resultados de un estudio de casos y
controles en poblacibn Sueca en donde analizaron la expresion de genes
candidatos en tejido placentario utilizando una matriz de Operon Biotechnologies,
en donde se encontro desregulacion de 58 genes que participan principalmente en
la respuesta inflamatoria, estrés oxidativo, crecimiento y desarrollo celular
(Enquobahrie y col., 2008).

En ese mismo afo Toft y cols., realizaron un analisis comparativo de la expresion

génica de tejido placentario obtenido de pacientes con PE y pacientes recién
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nacidos pequefos para edad gestacional en poblacion de Tondheim, Noruega, con
el objetivo de dilucidar las diferencias moleculares en ambas patologias mediante
un ensayo de microarreglos. En este estudio no se reportaron diferencias
significativas entre los grupos de incluidos (Toft y col., 2008).

Sitras y cols. en el 2009 reportaron que existen diferencias en el perfil de expresion
génica en placentas de pacientes con PE severa en comparacion con embarazo
normo-evolutivo ellos utilizaron un microarreglo v 2.0 de 30 K humano (Applied
Biosystems. Se realiz6 un analisis de expresion diferencial pareado entre los grupos
de estudio, el cual permitié la identificacion de 213 genes sobre-expresados y 82
sub-expresados en tejido placentario de pacientes con la enfermedad, asi mismo,
reportaron que existen diferencias significativas entre la expresién encontrada en
los casos de aparicion temprana y aparicion tardia de PE, lo que sugiere que existen
diferencias en la fisiopatologia molecular de ambas (V. Sitras y col., 2009).

Esta tecnologia también ha sido aplicada para evaluar la expresion génica en etapas
tempranas de la enfermedad, S.A. Founds y cols (2009) analizaron vellosidades
corionicas obtenidas mediante amniocentesis entre la semana 10 y 12 de gestacion
en pacientes con fetos Unicos con PE y sin la enfermedad, utilizando un GeneChip
Affymetrix HG-U133 Plus 2.0. En este estudio se reportaron genes relacionados con
procesos inflamatorios, inmunomodulacion y movilidad celular, sin embargo, no se
reportd evidencia de alteraciones en los genes involucrados en los procesos de
hipoxia y estrés oxidativo. Dichos resultados evidencian que existe una
desregulacion genética desde etapas muy tempranas y en fases subclinicas de la

enfermedad (Founds y col., 2009).
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T. Varkonyi y cols. (2011) evaluaron el perfil de expresion génica mediante
microarreglos en tejido placentario obtenido de mujeres mediante ceséarea, con el
objetivo de comparar las caracteristicas entre las pacientes con aparicion temprana
de PE y sindrome de HELLP. El andlisis de expresion diferencial demostré que los
niveles de expresion de los genes en tejido placentario se correlacionan
directamente con la edad gestacional y determinaron que 350 genes se encuentran
diferencialmente expresados en PE y 554 en sindrome de HELLP, de los cuales
224 se encontraron desregulados de la misma manera en ambos casos, lo cual
sugiere que existe un origen comun en ambas condiciones (Varkonyi y col., 2011).
De forma similar Meng y cols. (2012) encontraron que existen 483 genes sobre-
expresados y 456 genes sub-expresados en tejido placentario obtenido de
pacientes de poblacion china con PE en comparacion con la expresion de tejido
placentario de pacientes sin la enfermedad. Ademas realizaron un analisis de
enriquecimiento funcional a partir de los genes diferencialmente expresados que
permitio la identificacién de vias de sefializacion importantes en el desarrollo de PE
como Notch, Wnt, NF-Kb y TGF-B (Meng y col., 2012).

Lapaire y col., en 2012 analizaron RNA de vellosidades coriales de 9 pacientes con
PE y 7 controles para estudiar la expresion de genes relacionados con enfermedad
placentaria, utilizaron el Affymetrix Human gene array y reportaron diferencias en
los genes relacionados con el metabolismo de la riboflavina, con el proceso de
sefalizacion de extravasacion de leucocitos, sefalizacion del NFKB y con la
sefalizacion de citocinas. Este estudio permitio la seleccionaron 14 biomarcadores

potenciales relacionados con la presentacion de PE, de estos 9 se encontraron
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sobre-expresasdos (BHCG, HTRA4, CRHBP, LHD, QPCT, CD97, MNP19, ADAM2,
INHBC) y 5 inhibidos (CCL3, NOX4, VCAM1, OSDF, CX3CR1).

Recientemente se ha llevado a cabo el analisis de cohortes ampliadas utilizando
sets agregados de datos de expresion génica global en tejido placentario de
pacientes con PE. Vaiman y cols (2013), compararon los datos de expresion génica
proveniente de diferentes sets de microarreglos con el objetivo de identificar los
genes diferencialmente expresados en comun entre los distintos estudios, asi como
los factores de transcripcion que pudieran estar regulandolos. Ellos reportaron 67
genes expresados a la alta y 31 a la baja y los principales factores de transcripcion
identificados incluyen NFkB, CREB, ANRT, REEB1, SP1, y AP-2, MZF-1, NFYA,
E2F1 y MEF2A, los cuales regulan actividades biolégicas como respuesta a
inflamacion, dafio al DNA, hipoxia y proliferacion (Vaiman, Calicchio y Miralles,
2013).

Leavey y cols (2016) analizaron un total de 330 transcriptomas mediante anlisis
de clustering no supervisado, lo que permitid la identificacion de tres tipos
moleculares de la enfermedad, denominadas de acuerdo a las caracteristicas
clinicas y moleculares identificadas como; Materna (incluye placentas con menos
dafio y a término), Candnica (muestran caracteristicas de dafios placentario y
caracteristicas clinicas tipicas de la enfermedad) e Inmunoldgica (incluye casos
asociados a RCIU con evidencia de rechazo materno al alo-injerto fetoplacentario)
(Leavey, Bainbridge y Cox, 2015).

2 Caracterizacion del transcriptoma placentario en restriccion de

crecimiento intrauterino
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El transcriptoma en RCIU de origen placentario también ha sido estudiado en casos
con y sin PE. Sitras y cols. (2009), analizaron el transcriptoma placentario en 8
casos de RCIU no asociado a hipertension y placentas normales mediante
microarreglos e identificaron la expresion diferencial de genes principalmente
asociados a inflamacion, vias de sefalizacion de citocinas y quimiocinas y
metabolismo de gluco-corticoides (Vasilis Sitras y col., 2009).

Nihizawa y col., en 2011 analizaron la expresiéon de miRNAs con microarreglos en
tejido placentario de 8 pacientes con PE severa, 8 RCIU y 8 controles. En este
estudio se utilizé el Affymetrix Human Gene array y se encontré que los miRNAs
sobre-expresados en las pacientes con RCIU se asocian principalmente con la
regulacionfactores antiangiogénicos, como sFlt-1 y ENG (Nishizawa y col., 2011).
Madelenau y cols (2015) analizaron la expresion diferencial en pools de tejido
placentario de RCIU y lo compararon con pools provenientes de embarazo normal,
se utilizaron microarreglos de la plataforma de Nimblegen y se identificaron 636
genes diferencialmente expresados, de los cuales resaltan aquellos expresados a
la baja que se encuentran involucrados principalmente en funcién mitocondrial y
fosforilacién oxidativa, ademas se encontré un grupo de genes sobre-expresados
dentro de los que se incluyen LEP, IGFBP1, y RBP4 (Madeleneau y col., 2015).
Majewska y cols (2019), analizaron mediante RNA-Seq el perfil de expresion de
mensajero, realizaron la deteccion de variantes de un solo nucleétido (SNV) y la
deteccidn de sitios de edicidon de RNA en el transcriptoma de placentas afectadas
por RCIU. Se identificaron 28 genes diferencialmente expresados (10 sobre-y 18

sub-expresados). El andlisis de funcionalidad identific6é que estos genes estan
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principalmente implicados en inflamacion y alteraciones inmunolégicas. Ademas se
identificaron un total de 6533 SNVs, de las cuales se reconocieron 543 como
sustituciones sin sentido con efectos funcionales(Majewska y col., 2019).

También se han llevado a cabo andlisis de transcriptoma placentario en donde se
comparan casos de PEG provenientes de embarazos con y sin hipertension en
cohortes ampliadas mediante métodos no supervisados, con el objetivo de
identificar sub-clases de PEG con sospecha de RCIU. El grupo de trabajo de Gibbs
y cols (2019) reportdé tres subclases de PEG normotensos con diferentes
caracteristicas clinicas e histopatolégicas que ademas resultaron ser comparables
con transcriptomas de PE identificadas como “candnicas” e inmunoldgicas, lo cual
sustenta la idea de que ambas patologias en sus fenotipos comparten mecanismos
fisiopatolégicos asociados a procesos de isquemia placentaria (Gibbs y col., 2019).
3 Determinacion de cambios epigenéticos placentarios asociados a

preeclampsiay restriccion del crecimiento intrauterino

Diversos estudios sefialan que tanto la PE como la RCIU pueden ser una
enfermedades multigénicas en las que ademas se ha descrito la implicacion de
mecanismos epigenéticos muy importantes que se pueden ver afectados por
factores ambientales asociados a dichas patologias (Cross, 2003). Cabe mencionar
que en el desarrollo placentario un factor clave es la regulacion epigenética en
donde la metilacion del ADN, la modificacion de histonas, los ARN no codificantes
(ARN nc) y la impronta gendmica regulan la diferenciacion de los tejidos
extraembionarios y embrionarios, dichas regulaciones son tejido especificas,

dependientes de la especie y de la etapa del desarrollo (Nelissen y col., 2011).La
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desregulacion epigenética en este tejido deteriora su tamafio y su funcion dando
lugar al desarrollo de patologias placentarias (Nafee y col., 2008).

Por lo anterior, también se ha llevado a cabo la identificacion de cambios
epigenéticos asociados a PE y RCIU. Por ejemplo, se ha demostrado gran variacion
en los patrones de metilacion en PE de inicio temprano pero no en la de inicio tardio,
de los cuales resaltan la hipometilacion en regiones asociadas a procesos de
angiogénesis (Chuy col., 2014), mientras que en RCIU no se han reportado grandes
cambios en los patrones de metilacién a excepcidon de algunos genes improntados
como H19 y otro grupo de genes dentro de los que se incluyen HLDA2, NNAT,
PEG10, CDKNC, MEST, MEG, GNAS, PLAGL1, GRB10, OSBPL5 y ZNF33.
Algunos estudios han reportado también expresion diferencial entre miRNAS en PE,
por ejemplo Betoni y col. (2013) reportaron un meta-andlisis de 8 estudios sobre
caracterizacion de miRNAs en PE, en donde se encontraron 20 miRNAS
diferencialmente expresados en PE que se relacionaron principalmente con muerte
celular y apoptosis (Betoni y col., 2013).

También se han publicado algunos estudios en donde se reportan sets de INcCRNAs
diferencialmente expresados en PE. He y cols. (2013) identificaron un total 739
IncRNAs diferencialmente expresados de los cuales se validaron 3 como sobre-
expresados; OC391533, LOC284100 y CEACAMP (He y col., 2013).

Por otro lado, los estudios a nivel de microRNAs y IncRNAs en RCIU son escasos
y limitados, en el 2019 Azari y cols. analizaron la expresion de 4 IncRNAs
especificos NEAT1, TUG1, PANDA y MALAT1 en tejido placentario proveniente de

embarazos complicados por RCIU, sin embargo no se reportaron diferencias
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significativas en los valores de expresion de los blancos estudiados (Azari y col.,

2019).
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1] JUSTIFICACION
La PE y la RCIU en conjunto representan la principal causa de morbi-mortalidad
perinatal. Ambas patologias tienen graves consecuencias para la salud tanto de la
madre como del feto, en particular cuando se manifiestan al mismo tiempo. Su
disminucién depende del mejoramiento de la calidad y de la intervencién de los
temprana, sin embargo, esto constituye un desafio ya que ambas se manifiestan a
la mitad de la gestacion. Ademas, estos sindromes complejos presentan un gran
espectro de manifestaciones clinicas maternas y fetales, lo que representa un gran
reto para llegar a consenso sobre su etiologia, asi como en la implementacién de
un diagnostico temprano y estrategias de prevencion. Ambas condiciones se
consideran enfermedades placentarias que comparten un trasfondo coman. Por lo
anterior las lineas de investigacion se han centrado en el estudio de los cambios
placentarios en donde se aborda el analisis del transcriptoma. Las ciencias omicas
se han utilizado para dilucidar posibles mecanismos moleculares subyacentes a la
fisiopatologia e incluso ha permitido la identificacion de biomarcadores derivados de
la placenta. La mayoria de estos estudios se han centrado en el andlisis de
expresion de mRNA y recientemente se ha comenzado a dilucidar la participacion
de los IncRNA como posibles reguladores de vias moleculares. Estos estudios se
han llevado a cabo principalmente en PE, mientras que RCIU ha sido menos
explorada y existen pocos estudios acerca de la participacion de IncCRNAs en
placentas restringidas. Por otro lado, a pesar de que se considera que ambas
patologias comparten caracteristicas fisiopatologicas similares, aun existe una

brecha por llenar en cuanto a la firma transcripcional compartida entre ellas.
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A\ OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Comparar los perfiles de expresion génica placentaria incluidos los mMRNA 'y IncRNA

provenientes de embarazos complicados por PE, RCIU o0 ambos.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar el perfil de expresion génica placentaria en PE, RCIU,
Preeclampsia con Restriccidon del Crecimiento Intrauterino (PE-RCIU) y
Embarazo Normal (EN).

Compatrar el perfil de expresion génica placentaria entre las condiciones de
estudio.

Realizar la caracterizacion funcional y molecular de los genes
diferencialmente expresados entre los grupos de estudio.

Validar los resultados del perfil de expresion génica global en un set de

genes diferencialmente expresados.
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Vv MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica del Instituto
Nacional de Perinatologia en la Ciudad de México, numero de Protocolo: 2230-
10101-01-16, marzo 2016. Todas loas participantes leyeron y firmaron un
consentimiento informado por escrito antes del reclutamiento.
A DISENO EXPERIMENTAL
Se realizé un analisis comparativo in vitro, en donde se determiné y se compararon
los perfiles de expresion génica global en tejido placentario de cuatro grupos de
estudio; Preeclampsia (PE), Restriccion del Crecimiento Intrauterino (RCIU), PE-
RCIU (Preeclampsia con Restriccion del crecimiento Intrauterino) y Embarazo
Normal (EN).

1 Areade estudio
Salud reproductiva. Servicio de Ginecologia y Obstetricia (tocirugia, hospitalizaciéon
y terapia intensiva).

2 Definicién de la poblacién
Mujeres con embarazo normo-evolutivo a término y embarazadas con PE y/o
RCIU que acudieron al servicio de tococirugia del Instituto Nacional de
Perinatologia o del Hospital de Ginecologia y Obstetricia del IMSS No. 4, Luis
Castelazo Ayala, en la Ciudad de México. Todas las participantes de este estudio
son de ascendencia latina y residentes de la Ciudad de México.

3 Tamafio de muestray definicion de los grupos de estudio
Se incluyé en el estudio a un total de 45 mujeres, las cuales se distribuyeron en 4

grupos:
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e Preeclampsia (PE) con caracteristicas severas diagnosticada de
acuerdo con los criterios de la ACOG 2013 y siguiendo las directrices del
boletin de practica de la ACOG 2019 sobre PE; presién arterial sistélica =
160 mmHg y/o presidn arterial diastdlica = 110 mmHg, y al menos un criterio
de severidad (deterioro de la funcion hepatica, proteinuria > 300 mg en 24
h, nuevo desarrollo de insuficiencia renal, trombocitopenia, alteraciones
cerebrales y visuales).

e Restriccion del Crecimiento Intrauterino (RCIU) sin complicaciones
maternas, en el cual se incluyeron casos de embarazos con un peso fetal
estimado por ultrasonido inferior al percentil 10, calculado mediante la curva
de crecimiento intrauterino de Hadlock. Todos los casos presentaron
antecedentes de alteraciones en el ultrasonido doppler para ducto venoso,
istmo adrtico, y/o arterias uterinas, umbilicales y cerebral media.

e Preeclampsia con Restriccion del Crecimiento Intrauterino (PE-
RCIU) en el que se incluyeron los casos embarazos complicados por PE
severa y con el diagnostico de RCIU segun los criterios mencionados
anteriormente.

e Embarazo Normal (EN) se conformé por mujeres con embarazos sanos
a término (>37 semanas de gestacion) que tuvieron recién nacidos de peso
normal (peso al nacer entre el percentil 10 y el 90) por cesarea electiva o

iterativa, sin complicaciones materno-fetales importantes.
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Después del reclutamiento, se realizO un seguimiento hasta las seis semanas
posparto para descartar el desarrollo de trastornos hipertensivos en tanto en las
pacientes con embarazo normo-evolutvo, como en los casos con RCIU.
4 Criterios de seleccion
e Criterios de inclusion:
a) Carta de consentimiento informado firmada por las pacientes reclutadas.
b) Embarazadas con membranas intactas, sin evidencia clinica de infeccion
intrauterina, con un solo embarazo y que resolvieron su embarazo por
cesarea, sin evidencia de un parto activo.
c) Pacientes diagnosticadas con PE y/o RCIU de acuerdo con los criterios
de la ACOG.
e Criterios de exclusion:
a) Pacientes afectadas con enfermedad hipertensiva del embarazo no-
preeclamptica.
b) Pacientes con diabetes gestacional o pre-gestacional, cardiomiopatias,
enfermedades inmunoldgicas y renales, tratamiento con drogas que podrian
afectar el metabolismo o la inflamacion durante el embarazo.
c) Casos con anormalidades fetales y genéticas documentadas.
e Criterios de eliminacion:
a) Pacientes en quienes la muestra placentaria resulté insuficiente, de baja
calidad o se degradé en su procesamiento.

B METODOS
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1 Recoleccion de datos y evaluaciéon de los parametros clinicos y
bioguimicos

Se realizo la evaluacién y recoleccion de datos clinicos y antropométricos maternos,
fetales y del recién nacido del expediente clinico de cada paciente.

2 Evaluacién de las caracteristicas placentaria
Se realizo la evaluacion morfolégica incluyendo el tamafio y aspecto de placentas
recolectadas inmediatamente después del alumbramiento. Los datos de la
evaluacion histopatolégicas fueron recolectados del expediente clinico de las
pacientes con patologias placentarias.

3 Obtencion de muestra de tejido placentario
Se recolecto tejido placentario de grosor completo, inmediatamente después de la
cesarea. Se tomd una muestra de la regibn media de la placenta, cerca de la
insercion del cordon umbilical. A continuacion, se transportaron las muestras al
laboratorio (a 4 °C) y en la primera hora las muestras se lavaron con buffer de lisis
de eritrocitos 1X en frio y posteriormente con PBS 1X para eliminar la contaminacién
con la sangre materna.

4 Extraccion de RNA
Se realizo la extraccion de RNA a partir de 30-100 mg de tejido fresco de la placenta.
Estas fueron homogenizadas con un equipo LabGen 7 de Cole Parmer ® y el
proceso de extraccion se realizd con el RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit® (Qiagen,

Valencia, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5 Cuantificacion y determinacion de pureza de RNA
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La pureza y la concentracion del RNA total se midieron mediante un
espectrofotometro NanoDrop® UV-Vis (Thermo Fisher Scientific Inc, Wilmington,
DE, USA). Se determinaron los radios 260/280 y 260/230 para descartar la
presencia de contaminantes.

6 Determinacion del indice de integridad del RNA
El indice de Integridad del RNA o RIN (RNA Integrity Number) se analizé mediante
electroforesis capilar con el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) (Fig. 4). Todas las muestras utilizadas en este estudio cumplieron
con un RIN > 8.
Los RNA obtenidos fueron almacenados a -70 ° C hasta su uso. Tanto el muestreo
como la extraccion de RNA fueron realizados por el mismo personal y con la misma
metodologia para evitar sesgos de expresion génica por cambios metodolégicos.

Restriccion del crecimiento Intrauterino; RIN: RNA integrity Number.

7 Determinacién del perfil de expresién génica global en los grupos de
estudio
a Microarreglos de expresidon génica
Se analizaron un total de 29 muestras RNA de tejido placentario; PE(n=7), RCIU
(n=7), PE-RCIU (n=6) y EN (n=8). El analisis de la expresion génica se realizé con
microarreglos de un solo color mediante la plataforma Agilent SurePrint G3 Human
Gene Expression v3 8 x 60K (G4851C, Agilent Technologies). Los chips se

analizaron con el escaner de microarreglos Agilent G2565BA.
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Figura 4. Electroferograma representativo de la evaluacion de laintegridad del
RNA de tejido placentario en los grupos de estudio. A) Representacion grafica
de la integridad obtenida, en donde se observan las sub-unidades ribosomales 18s
y 20s; Carril 1-4: PE, carril 5-8: RCIU, carril 8-12: EN. B) Se muestran los valores
del RIN de un conjunto de muestras analizadas mediante el sistema de
electroforesis capilar. EN: Embarazo Normal; PE: Preeclampsia; RCIU: Restriccion
del crecimiento Intrauterino; RIN: RNA integrity Number.
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La intensidad relativa del objetivo se calcul6 utilizando el software de analisis de
imagenes Agilent Feature Extraction (AFE) version 11.5.1. (Agilent Technologies).
Los procedimientos de la técnica se llevaron a cabo segun las instrucciones del
fabricante por el mismo personal, utilizando reactivos y chips del mismo lote. Los
datos de los arreglos han sido depositados en GEO con el nUmero GSE147776.
b Analisis de datos de expresion
1) Normalizacién y pre-procesamiento de los datos
Se empleo el software AFE para extraer los valores de intensidad de cada conjunto
de sondas de los chips de Agilent. El andlisis bioinformatico de los microarreglos se
llevé a cabo con Bioconductor dentro del entorno computacional R. Inicialmente, se
eliminaron las sondas no detectadas, evaluadas por el AFE (Ej., gisGeneDetected
= 0). Posteriormente, los valores de intensidad crudos se transformaron en Log2, se
realizd correccion de fondo y se normalizaron por cuantiles mediante el algoritmo
del andlisis robusto de matrices (RMA por sus siglas en inglés). Los valores de
intensidad normalizados a nivel de sonda se agruparon para obtener un nivel de
expresion unico por transcrito. Por Ultimo, para conservar la mayor parte de la
variabilidad, se filtraron los transcritos que estaban por debajo de la mediana de los
rangos intercuantilicos (RIQ).
2) Analisis de expresion diferencial

Para el analisis de expresion diferencial, se utilizé el algoritmo de LIMMA (Linear
model for microarray analysis) sobre la base de datos de expresion normalizados e
integrados. Se empleo el método de Benjamini y Hochberg para corregir los valores

P por FDR (False Discovery Rate) para las pruebas de hip6tesis multiple. Los genes
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con cambio de expresion > 1,5y FDR < 0,1 se consideraron como diferencialmente
expresados. Se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson con los valores de
expresion de los genes seleccionados y se llevaron a cabo todas las posibles
comparaciones por pares entre los grupos de estudio. Las correlaciones con p <
0.05 se consideraron significativas.

3) Anotacion funcional y clasificacion molecular de los GDE
Se identificaron los términos GO (Gene Ontology), significativamente sobre-
representados de los genes con expresion diferencial mediante el programa Enrichr
con las anotaciones funcionales de las librerias de KEGG Human, GO Biological

Procces y GO molecular Function (https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/).

8 Ensayos de validacion
Para validar los resultados de los ensayos de expresion global con microarreglos,
se seleccionaron diez genes de la lista principal de expresion diferencial entre los
grupos de estudio y se analizaron mediante RT-qPCR. En el analisis se incluyeron
aquellos genes con el mayor cambio de expresion y/o participaciéon en los 20
principales procesos biolodgicos, moleculares o patolégicos (Cuadro 4).

a Sintesis de cDNA
Para llevar a cabo los ensayos se sintetizd el cDNA a partir de 1,5 mg de RNA total
con el kit SuperScript™ [l Reverse Transcriptase (Invitrogen™, Carlsbad, CA,
EE.UU), para ello se utilizaron oligos DT y se llevo a cabo la metodologia de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

b RT-qgPCR
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Todas las reacciones de RT-gPCR se llevaron a cabo con sondas TagMan vy el
TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems, Life technologies, Foster City,
CA, EE. UU.), en placas de 96 pozos en el sistema de PCR en tiempo real CFX-96
(BIO-RAD, Hércules, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
expresion relativa (RQ) y la cuantificacion de la expresion (2-ACt) de los genes
fueron normalizadas utilizando como control constitutivo y endogeno el gen de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se analizé la cuantificacion de
la expresion a un total de 45 muestras (RCIU n = 12; PE n = 11; PE-RCIU n = 11;
EN n = 11) y se utilizé la prueba U de Mann-Whitney (para variables cuantitativas
con distribucion anormal) para comparar de los valores de expresion entre los

grupos clinicos y el grupo control.
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Cuadro 4. Genes analizados en los ensayos de validacion por RT-gPCR

Gen Descripcién Tagman ID
IGFBP1 Proteina 1 de union al factor de crecimiento insulinico  Hs00236877_m1
FGG Sub-unidad gamma de fibrinégeno Hs00241037_ml1
FBXO2 Proteina F-Box 2 Hs00201792_ml
EGFR-AS1 Long non-coding RNA-antisentido 1 Hs04332527_m1
CPEB1 Proteina 1 citoplasmatica de unidbn a elementos Hs00952081_m1l
poliadenilados
CHST2 Carbohidrato sulfotransferasa 2 Hs00358839_g1
CD40LG  CD40 Ligando Hs00163934_ml1
CATSPER1 Canal catiénico asociado a esperma 1 Hs00364950 ml
CABYR Proteina de unién a calcio dependiente de fosforilacibon Hs00971710 g1
a tirosina
STAR Proteina reguladora aguda esteroidogénica Hs00986559 g1
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VI RESULTADOS Y DISCUSION
A PARAMETROS CLINICOS, ANTROPOMETRICOS E HISTOPATOLOGICOS
DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

En este estudio se analizo y se comparo el perfil de expresion génica placentaria en
embarazos complicados por PE, RCIU y PE con RCIU. Estos desordenes
representan dos de las causas principales de morbi-mortalidad perinatal (Adams y
col., 2014) y ademés se asocian con el desarrollo de enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares en etapas posteriores de la vida, tanto de la madre como del feto
(Ananth y Vintzileos, 2011; Calicchio y col.,, 2013; Tay y col.,, 2018). Ambas
patologias se encuentran dentro del espectro denominado como isquemia
placentaria y comparten un origen fisiopatolégico similar, donde un proceso de
placentacion deficiente derivado de una reduccion en la capacidad invasiva del
trofoblasto, genera una remodelacion incompleta de las arterias espirales, 1o que
finalmente conlleva al desarrollo de una insuficiencia placentaria (Roberts, 2014).
La placenta es la interfase primaria entre el feto y la madre, cuya funcion principal
es el transporte de nutrientes, respiracion y eliminacion de desechos. Este 6rgano
transitorio también se encuentra a cargo de diversas funciones, incluyendo la
modulacién del sistema inmune y actividad enddcrina mediante la sintesis de
diversas hormonas que regulan la evolucion y mantienen la homeostasis durante el
embarazo (Soares y col., 1996; Moffett y col., 2006; Soares y col., 2017; Turco y
Moffett, 2019).
El presente estudio incluy6 un total de 45 mujeres embarazadas con membranas

intactas, embarazo unico, sin evidencia clinica de infeccion intrauterina y resolucion
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por cesarea sin evidencia de trabajo de parto, las cuales fueron distribuidas en
cuatro grupos de estudio: Restriccion del Crecimiento Intrauterino (RCIU, n=12), PE
con criterios de severidad (PE, n=11), PE con RCIU (PE-RCIU, n=11) y Embarazo
Normal (EN, n=11), este ultimo grupo se constituyd por mujeres con embarazos a
término sin complicaciones, que tuvieron recién nacidos de peso normal. El
diagnostico de la enfermedad se realizd segun los criterios del ACOG 2018. Los
datos clinicos y antropométricos de los grupos de estudio estan representados en
las Cuadros 5 y 6. No se observaron diferencias entre los grupos de estudio en
cuanto a la edad materna, el indice de masa corporal pregestacional (IMCp), la
ganancia de peso durante la gestacion (GP) y el recuento de plaquetas (P > 0.05).
Las pruebas de laboratorio de proteina en orina de 24 h, urea, creatinina y acido
arico, asi como las mediciones de la presion sanguinea concuerdan con el
diagnéstico de los grupos PE y PE-RCIU. Ademas, todos los casos de RCIU se
encontraron en el percentil < 3 de Hadlock al momento del diagndstico y presentaron
alteraciones de la onda Doppler en las arterias uterinas, umbilicales y/o cerebrales
medias en el ultimo ultrasonido.

Por otro lado, la nuliparidad entre las mujeres fue significativamente mayor en el
grupo PE-RCIU en comparacion con EN (Cuadro 5, Cuadro 6, P < 0,05). El pesoy
la talla de los recién nacidos, asi como la edad gestacional al nacer, fue
significativamente diferente en todos los grupos de estudio en comparacion con EN
(P < 0.05), no se observaron diferencias en las frecuencias del sexo biolégico de los

recién nacidos entre los grupos de estudio.
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Cuadro 5. Caracteristicas maternas y neonatales de los grupos de estudio

incluidos en los ensayos de transcriptoma placentario

RCIU PE PE-RCIU EN
(n=7) (n=7) (n=6) (n=8)
Eda&gﬂj‘;‘;ma 26+1.4 3057+ 15 30.33 + 2.6 30.57 + 6.18
IMCp (kg/m2) 264+ 1.7 209+ 1.4 25.36 + 1.66 243+009
GP (kg) 74+24 6.42+ 1.3 95+1.79 83+16
Nuliparidad
%) 50 14 50 0
PAS (mmHg) 1084 +5.1 167.8+3.1° 1716 +38" 1035+ 3.8
PAD (mmHg)  71.14+53  112.14+285° 1166+1.9" 68 + 1.75
Proteina de 24 ND 370.03+79.52 1296.8 + 407.6 ND
h (mg/dL)
Urea (mg/dL) 16.22 +25 1895+28" 2549 + 4.7 132+16
Creatinina 0.51 + 0.03 0.58 + 0.39 0.74 +0.05 " 0.54 + 0.41
(mg/dL)
AU (mg/dL) 4.13+0.9 5.12+06" 5.15+23" 355+ 1.13
Hb (g/dL) 12.88 + 0.63 13.25 + 0.45 14.4+0.44" 12.98 + 0.36
P'aigfltf)s 2404241026 20157+17.59 252.83+40.85 286.16 + 43.91
Inicio
temprano (< 14 85 100 NA
34 SDG), %)
Edad
gesﬁg'coer;a' al 3354048 329+0098°  3201+115°  385+0.48
(Semanas)
Percentil de
Fdlock 1 3.1+0.85 37.2+175 3+0.85 NA
Peso RN (g) 21755+ 2413 1958+ 176.79" 111%??5 * 3167 + 130.69
TallaRM (cm)  45+1.75° 4371+1.83°  375+16° 49.21 + 0.63
Sexo RN (M/F) 413 413 1/5 5/2

Los datos se presentan como Media + SE (Error Estandar), a menos que se indique
lo contrario. 1. Percentil de Hadlock para fetos al momento del diagnostico. PAD,
Presion arterial diastolica; F, Femenino; RCIU, Restriccion del crecimiento
intrauterino; GP, Ganancia de peso durante la gestacion; Hb, Hemoglobina; M,
Masculino; NA, No aplicable; ND, No determinado; EN, Embarazo normal; IMCp,
Indice de masa corporal pregestacional; PE, Preeclampsia; PE-RCIU, Preeclampsia
con restriccion del crecimiento intrauterino; PAS, Presion arterial sistolica; AU, Acido
arico. * Valor p < 0,05 comparado con un embarazo normal. Prueba T de Student
(para variables cuantitativas), prueba U de Mann-Whitney (para variables
cuantitativas no distribuidas normalmente) o X? (para variables binarias).
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Cuadro 6. Caracteristicas maternas y neonatales de los grupos de estudio
incluidos en los ensayos de validacién

RCIU PE PE-RCIU NP
(n=12) (n=11) (n=11) (n=11)
Edad Materna 26.8+1.8 304+14 322+21 324+2
(AfR0S)
IMCp (kg/m?) 26 +1.26 39.9+1.06 259+1.3 275+1.2
GP (kg) 8.19+ 152 6.3+1.3 8,19+15 9.6x1.6
Nuliparidad 25 9.1 36.3° 0
(%)
PAS (mmHg) 108.8 + 3.5 167+£25"° 171.3+3.07° 105.6% 2.7
PAD (mmHQ) 72.3+3.6 112.3+18" 1139+27" 68.8+1.2
Proteina de 24 ND 479.4 +132.6  1287.7 +279.8 ND
h (mg/dL)
Urea (mg/dL) 18.1+1.8 279+7.8" 24.4+3.3" 142+1.3
Creatinina 0.51+£0.02 0.73+0.9 0.75+04" 0.55+0.2
(mg/dL)
AU (mg/dL) 3.9+0.8 59+05° 55+0.57" 3.8+0.25
Hb (g/dL) 13+0.38 13.3+0.32 14.3+0.3 13.2+0.3
Plaguetas (x 2349 +14.7 214.3 £ 20.9 258.9 + 29.1 261.7 £ 26.5
10%L)
Inicio 8.3 75 100 NA
temprano (<
34 SDG), %)
Edad 36.8+0.58" 33.6 £ 0.87" 32.3+0.78 38.7+0.3
gestacional al
Nacer
(Semanas)
Percentil de 3.1+£0.6 28.9+£13.2 3+0.5 NA
Hadlock L
Peso RN (g) 21753 2088 + 163.3" 1191.7+125.6 33175+138.9
144.87 " i
Talla RM (cm) 45+1.05° 43.7+13" 379+1.1" 49.7+ 0.5
Sexo RN (M/F) 6/6 6/5 a/7 6/5

Los datos se presentan como Media + SE (Error Estandar), a menos que se indique
lo contrario. L Percentil de Hadlock para fetos al momento del diagndstico. PAD,
Presion arterial diastolica; F, Femenino; RCIU, Restriccion del crecimiento
intrauterino; GP, Ganancia de peso durante la gestacion; Hb, Hemoglobina; M,
Masculino; NA, No aplicable; ND, No determinado; EN, Embarazo normal; IMCp,
indice de masa corporal pregestacional; PE, Preeclampsia; PE-RCIU, Preeclampsia
con restriccion del crecimiento intrauterino; PAS, Presion arterial sistélica; AU, Acido
arico. * Valor p < 0,05 comparado con un embarazo normal. Prueba T de Student
(para variables cuantitativas), prueba U de Mann-Whitney (para variables
cuantitativas no distribuidas normalmente) o X? (para variables binarias).
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Los informes de histopatologia placentaria provenientes de los casos de RCIU, PE
y PE-RCIU incluidos en el presente estudio mostraron signos de insuficiencia
placentaria con la presencia de zonas de infarto, hipoplasia de las vellosidades
distales, hipermaduracion de las vellosidades placentarias, nudos sincitiales, y/o
depdsitos de fibrina perivellosos (Cuadro 7).

No se encontraron diferencias en la frecuencia de los hallazgos histopatolégicos
entre las las patologias estudiadas. Las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas
descritas anteriormente de los grupos de PE y/o RCIU demuestran evidencia de
disfuncion placentaria y no se observaron diferencias en variables confusoras como
la edad materna, IMCp y GP. Ademas, es importante resaltar que las muestras
placentarias fueron obtenidas de embarazos cuya resolucion fue llevada a cabo
mediante cesarea iterativa, lo anterior con el objetivo de evitar cambios en expresion
génica inducidos por el trabajo de parto.

B PERFILES DE EXPRESION GENICA PLACENTARIA Y ANOTACION
FUNCIONAL EN PE Y RCIU

Existen una gran cantidad de reportes en la literatura que demuestran que los
cambios histopatolégicos, celulares y moleculares, incluyendo variaciones en la
expresion génica, generan alteraciones funcionales en la placenta que estan
directamente implicados en la fisiopatologia tanto de PE como de RCIU (Gilbert y
col., 2008; Ananth, 2014; Mifsud y Sebire, 2014; Cox y col., 2015). En la ultima
década, las ciencias O6micas como la gendmica, epigendémica, transcriptomica,
protedmica y metabolémica han permitido la caracterizacion molecular de los

diferentes mecanismos fisiopatolégicos que subyacen estas condiciones.
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Cuadro 7. Histopatologia placentaria en preeclampsia y restriccion del
crecimiento intrauterino

Histopatologia RCIU PE PE-RCIU P
Placentaria %(n/n) %(n/n) %(n/n) RCIUvs. RCIU vs. PE vs.
PE PE-RCIU PE-RCIU
Hypoplasiade 40 (4/10) 75(6/8) 100 (3/3) 0.5271 0.7055 0.3173
las vellosidades
distales
Zonas de infarto 80 (8/10) 100 (8/8) 100 (3/3) 1 0.1317 0.1317
Patrones de 50 (5/10) 87.5 100 (3/3)  0.5637 0.4795 0.2059
maduracién (7/8)
hipervellosa
Nodos sincitiales 0 (0/10) 25 (2/8) 66.7 0.1573 0.1573 1
(2/13)
Depositos 30 (3/10) 25 (2/8) 0 (0/3) 0.6547 0.08326 0.1573

perivellosos de
fibrina
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Diversos estudios han identificado genes placentarios, cuya variacion en la
expresion esta implicada en el desarrollo de los distintos fenotipos de PE y RCIU,
por lo que representan blancos de interés para diagnostico temprano, dentro de los
cuales se incluyen VEGF, sFlt1, ENG, EDN1, IGFBP1y LEP (McCarthy y col., 2007;
Nishizawa y col., 2007; Enquobahrie y col., 2008; Vasilis-Sitras y col., 2009; Triche
y col., 2014).

Por otro lado, el desarrollo de herramientas bioinformaticas avanzadas ha permitido
nuevas clasificaciones moleculares de estas condiciones mediante meta-analisis
aplicado sobre grupos de datos agregados de diferentes poblaciones (Vasarhelyi y
col., 2006; Vaiman, Calicchio y col., 2013; Leavey y col., 2015; Leavey y col., 2016;
Gibbs y col., 2019; Benny y col., 2020). Sin embargo, el numero de publicaciones
en donde se reporta la comparacion de los perfiles de expresion global placentaria
entre PE y RCIU es limitado, y ademas es importante destacar que la contribucién
de IncRNAs en el desarrollo de enfermedad placentaria no ha sido explorada en su
totalidad.

En este estudio se determind el perfil de expresion génica global (MRNA y IncRNA)
mediante microarreglos en 29 muestras de tejido placentario, que representan las
diferentes condiciones clinicas definidas en este estudio. Los resultados del analisis
mostraron un total de 463 transcritos diferencialmente expresados entre todas las
comparaciones realizadas a partir de las diferentes agrupaciones clinicas. La mayor
variacion en la expresion génica se identificé en el grupo de RCIU en comparacion

con EN y con un total de 461 transcritos con expresion diferencial. De éstos, 314
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son MRNAs (252 sobre y 62 sub-expresados) y 133 son IncRNAs (36 sobre y 98
sub-expresados) (Fig. 5; Cuadro S1).

Ademas, cuando se comparo el perfil de expresidn entre PE con EN, se identificaron
un total de 40 transcritos diferencialmente expresados, de los cuales 31 son mRNAs
(28 sobre- y 3 Sub-expresados) y 9 son IncRNAs (5 sobre- y 4 sub-expresados)
(Fig. 5; Cuadro S1), y se detectaron 4 transcritos con expresion diferencial entre PE-
RCIU y EN.

A continuacién, se caracteriz6 con mayor precision a aquellos genes que mostraron
una expresion diferencial en dos o mas comparaciones por pares, ya que estos
transcritos podrian ser marcadores bioldgicos y representar una mayor utilidad para
distinguir las enfermedades placentarias. De este analisis se identificaron 39
transcritos que mostraron cambios de expresion tanto en los grupos de RICU como
en PE en comparacion con EN, los cuales constituyen el 97,5% de los 40 transcritos
diferencialmente expresados entre PE y EN. Posteriormente, se analizaron los
niveles de expresion de estos 39 transcritos en las muestras de RCIU, PEy EN y
se evaluo su grado de correlacion en las muestras de RCIU y PE. En concordancia
con los resultados generales, la mayoria de dichos genes se encontraron sobre-
expresados en ambas condiciones (Fig. 6A).

Al examinar el nivel de correlacion por pares, se detectaron dos grupos de genes
con correlacion principalmente positiva (P < 0,05) entre PE y RCIU. El primer grupo
incluye los mMRNAs STAR, CHST2, FOXL2, FGG, IGFBP1, TMEM132, PRUNEZ2,

TNFRSF1, CPEBL1, y los Inc-ARNs MED4-AS1 y EGFR-AS1.
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Figura 5. Distribucién de los genes diferencialmente expresados en las
condiciones de estudio. A) Volcano-plots. muestran los trancritos con expresion
diferencial en cualquiera de las comparaciones realizadas entre diferentes grupos
de estudio. El eje Y indica la significancia estadistica expresada como en log10 de
los valores p y el eje X muestra la tasa de cambio de expresion entre los grupos de
estudio con base en log2 (log2 Fold change). Los puntos rojos indican genes
significativamente sobre-expresados (con un cambio de expresion log2 > 1,5y un
valor p ajustado < 0.1) y los puntos azules indican genes significativamente sub-
expresados (con un cambio de expresion log2 < -1,5 y un valor p ajustado < 0,1).
(B) EI nimero de genes sobre y sub-expresados, divididos por el tipo de transcrito
se representa verticalmente en cada comparacion (C) Diagrama de Venn que
muestra el nimero de transcritos con una expresion diferencial significativa en las
diferentes comparaciones entre grupos. PE, Preeclampsia; RCIU, Restriccion del
Crecimiento Intrauterino; PE-RCIU, Preeclampsia con Restriccion del Crecimiento
Intrauterino; EN, Embarazo Normal.
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Figura 6. Patrones de expresion génica compartidos en PE y RCIU. (A) El mapa
de calor muestra los niveles de expresion de 39 genes (filas), que se expresan de
forma diferencial en PE y RCIU, a lo largo de las muestras (en columnas) agrupadas
por condicion clinica. Los niveles de expresion se presentan como valores de z-
score con el fin de visualizar las diferencias de expresion entre las muestras. La
paleta de colores indica los valores de expresion mas altos en tonos rojos y los mas
bajos en tonos azules. B) Se calcularon correlaciones por pares basadas en valores
de expresién para cada par de genes en la matriz que se muestra en A. Los
coeficientes de Pearson calculados para cada par de genes se presentan en una
matriz triangular, en la que los genes de las filas se proyectan en diagonal y son
estadisticamente significativos (p < 0,05) Los coeficientes de Pearson de las
respectivas comparaciones con el resto de los genes se muestran en forma de
grafico circular, lo que equivale a la magnitud de la correlacion de Pearson. Las
correlaciones positivas se indican en tonos purpuras y las negativas en tonos
anaranjados.
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Mientras que el segundo grupo esta compuesto principalmente por los mMRNAs
FBX0O2, KCNK12, IL1R2, y CATSPER1 Yy el Inc-VAPA-1 (Fig. 6B). Los patrones que
surgieron de este analisis podrian ser indicativos de que estos genes estan
sometidos a un proceso de regulacion comun en ambas condiciones.

Ademas, para explorar la relevancia biolégica y molecular de los genes
diferencialmente expresados (GDE), primero se realiz6 un analisis de sobre-
representacion en el grupo de RCIU. El andlisis demostré que el conjunto de genes
con regulacion a la baja se enriquecid en su mayor parte en la interaccion
neuroactiva ligando-receptor, la via de sefalizaciéon PI3K-Akt y la biosintesis de
acidos grasos, biosintesis de arginina, activacioén plaquetaria, vias de sefializacion
de relaxina, estrés por desprendimiento de sustancias y ateroesclerosis, via se
sefalizacio de VEGF, entre otras (P < 0,05) (Cuadro 8, Cuadro S1). Por otra parte,
los genes regulados al alza en RCIU se enriquecieron principalmente en procesos
inmunoldégicos, entre ellos la interaccién de los receptores de citocina-citocina, vias
de sefializacion de quimiocinas, vias involucradas en inmunodeficiencia primaria,
vias de sefalizacion de Thl y Th2, rechazo al aloinjerto y enfermedad de injerto
contra huésped, entre otros (Cuadro 9, Cuadro S1).

Posteriormente, el analisis se centro en la exploracién de la clasificacién funcional
mediante las anotaciones de KEGG y ontologia génica para procesos biologicos
(GO_Biological Process) y funcion molecular (GO_Molecular Function), de los 39
MRNAs regulados de forma similar entre RCIU y PE. De este modo, se identificaron

los procesos biologicos y moleculares relacionados a las patologias placentarias.
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Cuadro 8. Principales términos enriquecidos de los genes diferencialmente
sub-expresados en RCIU

Genes sub-expresados

Anotacion P OR Genes
funcional

1 Interaccion neuroactiva 0.00743 4.1 KISS, UTS2R, P2RY6, CCK,
ligando-receptor RXFP3

2 Biosintesis de acidos 0.04582 21.3 OLAH
grasos

3 Biosintesis de arginina  0.07297 13.2 NOS3

4  Activacion plaguetaria 0.07363 4.4 NOS3, ITGB3

5 Via de sefalizacién de 0.07986 4.2 NOS3, RXFP3
relaxina

6  Estrés por 0.08952 4 NOS3, ITGB3
desprendimiento de
sustancias y
aterosclerosis

7  Via de sefializacion de 0.13524 2.3 NOS3, ITGB3, SGK2
PI3K-Akt

8 Metabolismo de lipidos  0.15608 5.9 GDPD1

9 Metabolismo de 0.16216 5.6 NOS3
arginina y prolina

10 Proteoglicanos en 0.16337 2.7 ITGB3, ANK3
cancer

11 Biosintesis de N- 0.16519 55 MAN1A2
Glycanos

12 Regulacion de la actina  0.18001 2.6 ITGB3, SPATA13
del citoesqueleto

13 Via de sefializacién de 0.19192 4.7 NOS3

VEGF
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Cuadro 9. Principales términos enriquecidos de los genes diferencialmente
sobre-expresados en RCIU

Genes sobre-expresados

Anotacion P OR Genes
funcional
IL10, CCL23, IL15, IL1R2,
Interaccién de los CCL4L2, PRL, CXCL10, CXCL11,
1 receptores Citocina- 0.00001 4.7 CD40LG, IL18RAP, IFNG, IL1B,
Citocina CXCRS3, IL2RB, TNFRSFS,
CCL18, IL17D, CCR2
Via de sefalizacion de CXCL10, ITK, CXCL11, CCL23,
2 Limiocinas 0.00001 4.9 SHC3, GNG4, CCL4L2, CXCR3,
q GNB5, ADCY1, CCL18, CCR2
Inmunodeficiencia ZAP70, CD40LG, CDS8B, LCK,
3 primaria 0.00001  12.6 TAP1, CD3D
Citotoxicidad mediada ZAP70, SHC3, IFNG, KIR2DS2,
4  por células Natural 0.00001 5.9 LCK, SH2D1B, GZMB, CD48,
Killer KLRC1, ITGAL
OXTR, GZMA, F2R, HTR2B,
Interaccidon neuroactiva FPR3 PRL, RXFP1, C3, P2RYS,
5 ligando-receptor 0.00003 3.4 GAL, CNR1, SST, ADORA3,
TAC3, VIP
Linea celular CD8B, CD5, IL1R2, IL1B, CD38,
6 hematopoyética 0.00003 6.4 HLA-DQA2, CD3D, CD22
Via de sefializaciéon del IL10, ITK, ZAP70, CD40LG,
! receptor de células T 0.00005 6.1 CD8B, IFNG, LCK, CD3D
Presentaciéon y
. IFNG, CD8B, KIR2DS2, TAP1,
8 propesamlento de 0.00006 7.1 KLRC1, B2M, HLA-DQA2
antigeno
Diferenciaciéon de ZAP70, IFNG, LCK, IL1B, IL2RB,
9 células Th17 0.00007 5.3 IL17D, HLA-DQAZ2, CD3D
. IL10, CD40LG, IFNG, GZMB,
10 Rechazo al aloinjerto 0.00012 10.2 HLA-DQA2
11 Enfermedgd de injerto 0.00017 953 IFNG, IL1B, GZMB, KLRC1, HLA-
contra huésped DQA2
13 Diferenciacion de 0.00018 5.94 ZAP70, IFNG, LCK, IL2RB,

células Thly Th2.

CD3D, RUNX3, HLA-DQAZ2
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Este analisis permitio obtener mas informacion sobre los mecanismos moleculares
implicados en ellas. Se observd una representacion predominante de los siguientes
procesos comprendidos entre las tres anotaciones en donde se observaron, vias de
sefalizacion de las citocinas, metabolismo y modificacion de proteinas,
metabolismo de colesterol, regulacion de la cascada JAK-STAT, regulacion de
procesos apoptoticos, organizacion de la matriz extracelular y respuesta
inflamatoria, entre otros (Fig. 7). Ademas se identificacién de GNB5, GNG4, PRL,
TNFRSF8, CATSPERL, CD40LG, IL1R2, CHST2, CPEB1, FBXO2, FGG, FOXL2,
IGFBP1, LRRC15, KCNK12, ITGAD, PBX4, SOAT2, STAR, TWIST2, y ZNF683
como los genes mas prevalentes, entre los 20 términos mas representados (Fig. 7).
Es importante mencionar que una de las principales limitaciones de este estudio se
relaciona con las diferencias observadas en la frecuencia de nuliparidad, edad
gestacional al nacimiento y momento de inicio de la enfermedad en el grupo de PE-
RCIU, es posible que estas caracteristicas clinicas no permitieran caracterizar a
profundidad el transcriptoma placentario en ese particular grupo de estudio;
probablemente la edad gestacional al nacimiento sea responsable de diferencias
transcripcionales que no son comparables con placentas afectadas por enfermedad
de inicio tardio que tienen una resolucién mas cercana al término del embarazo, ni
con embarazos normo-evolutivos a término. En referencia a esto, algunos autores
han sugerido el uso de controles pretérmino comparar con lo fenotipos de inicio
temprano; sin embargo, utilizar muestras provenientes de estos embarazos implica

gue en estas pueden otras existir variaciones transcripcionales.
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Estas variaciones transcripcionales pueden estar ligadas a otras patologias
obstétricas que se asocian parto pretérmino, tales como la ruptura prematura de
membranas. Por lo anterior en este estudio solo se incluyeron embarazos normales
a término cuya resolucion se haya dado por cesarea iterativa o electiva, como parte
del grupo control (Madeleneau y col., 2015).

Nuestro disefio de estudio permitié la caracterizacion del tejido placentario en los
grupos de RCIU y PE severa y los resultaron mostraron una gran variacion
transcripcional, particularmente en el grupo de RCIU y evidenciaron un grupo
importante de transcritos diferencialmente expresados que se comparten en ambas
condiciones al ser comparadas con el grupo de embarazo normo-evolutivo.

La restriccion del crecimiento fetal se relaciona con complejos mecanismos
genéticos y epigenéticos, asi como con alteraciones relacionadas con los procesos
tempranos de implantacion y placentacion, mismos que son criticos para mantener
el suministro de nutrientes hacia el feto (Baschat y Hecher, 2004; Burton y Jauniaux,
2018; Robinson y col., 2019). Diversos estudios en modelos animales y en humanos
han demostrados que la RCIU esta relacionada con hipoxemia, alteraciones en los
mecanismos de transporte placentario, vasculogénesis, angiogénesis, actividad de
los factores de crecimiento similares a insulina (IGFs), incremento en los niveles de
apoptosis, autofagia y niveles de glucocorticoides, asi como un aumento en la
respuesta inflamatoria y desbalance del sistema inmune (Sibley y col., 2005; Vasilis
Sitras y col., 2009; Desforges y Sibley, 2010; Zhang y col., 2015).

Los resultados de este estudio mostraron una disminucion en la expresion de genes

principalmente relacionados con vias de sefalizacion asociadas a la actividad de
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NOS3 (sintasa de 6xido nitrico 3), dentro de las que se encuentran la biosintesis y
metabolismo de arginina, angiogénesis asi como la via de sefializaciéon de VEGF
(Factor de Crecimiento Endotelial Vascular). NOS3 endotelial (eNOS3) participa
durante la angiogénesis y vasculogénesis placentaria y se encuentra altamente
expresada durante el desarrollo embrionario (Barut y col., 2010); una baja expresion
de esta sintasa se encuentra directamente relacionada con una disminucion en la
biodisponibilidad de 6éxido nitrico y una invasion trofoblastica defectuosa, que como
resultado generan una reduccion en el flujo utero-placentario y baja disponibilidad
de oxigeno, tal como se observa en los casos de RCIU (Schiessl y col., 2005).
Ademas, existe evidencia que sugiere que la disfuncion endotelial temprana en
individuos con RCIU juega un papel importante en el subsecuente desarrollo de
enfermedades hipertensivas, lo anterior podria estar relacionado con alteraciones
en la actividad de eNOS vy estrés oxidativo (Yzydorczyk y col., 2017).

Por el contrario, en este mismo grupo de estudio se observdé un aumento en la
expresion de mMRNAs asociados con procesos inmunoldgicos tales como
interacciones de receptores citocina-citocina, la via de sefalizacién del receptor de
células T, asi como genes relacionados con la enfermedad de injerto contra
huésped. Dentro de los principales genes identificados en estas vias se encuentran,
ITK (1112 inducible T cell kinase), ZAP70 (Zeta-chain-associated protein kinase 70)
y LCK (LCK Proto-Oncogene, Src Family Tyrosine Kinase). Tanto LCK como ZAP70
forman parte de las cascadas de sefalizacion en los procesos de maduracion y
diferenciacion de las células T (Matuszyk y Strzadata, 1997) y han sido previamente

identificados en placentas restringidas como genes asociados a procesos
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inflamatorios en esta patologia (Majewska y col., 2019). Las cinasas de la familia
Src tales como LCK participan en procesos que afectan la funcionalidad, invasion y
diferenciacion del trofoblasto (Daoud y col., 2006). Por lo tanto, la alteracién en su
expresion podria estar asociada con la inadecuada transformacion de las arterias
espirales que deriva en la isquemia placentaria.

Otros estudios llevados a cabo mediante andlisis de expresion global de tejido
placentario con microarreglos, han reportado también expresion diferencial en
genes relacionados con procesos inflamatorios mediados por citocinas y
quimiocinas (Vasilis Sitras y col., 2009). Recientemente, Wang y cols. publicaron
hallazgos muy similares a los nuestros en un estudio realizado mediante NGS, en
donde se reporta el transcriptoma de cordon umbilical proveniente de embarazos
restringidos, identificando redes de regulacion involucradas en respuesta
inflamatoria, enfermedad de injerto contra huésped y rechazo a aloinjerto (Wang y
col., 2020). Ademas de los reportes en donde destaca la desregulacion de vias de
sefalizacion relacionadas con procesos inmunolégicos, diferentes estudios han
reportado desregulacion de genes asociados con apoptosis, detoxificacion,
angiogénesis e hipoxia involucrada en placentas restringidas (Buffat y col., 2007;
McCarthy y col., 2007; Struwe y col., 2010). En conjunto con nuestros resultados,
estos hallazgos proporcionan una vision mas profunda de las firmas moleculares
relacionadas con la RCIU asociada a disfuncion placentaria y enriquecen el
conocimiento actual en relacion con la teoria inmunoldgica que explica el origen de

esta patologia.
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Por otro lado, la PE es la patologia placentaria estudiada de manera mas extensay
para la cual aun existen diversas teorias sobre su origen, sin llegar a un consenso
sobre su etiologia (Benny y col., 2020). Sin embargo, es ampliamente aceptado que
un proceso de placentacion deficiente y la disfuncion endotelial materna son las
caracteristicas mas distintivas de esta patologia (Gilbert y col., 2008; Sosa y col.,
2017). En este sindrome se puede presentar un espectro grande de fenotipos
clinicos con diferentes grados de severidad, que a su vez se asocian con el
momento de inicio de los sintomas y que pueden o0 no tener consecuencias en el
desarrollo fetal. Por lo anterior, actualmente la clasificacion clinica de la enfermedad
se basa principalmente en el momento de inicio de los sintomas: PE de inicio
temprano (< 34 SDG) o PE de inicio tardio (=34 SDG) (van Rijn y col., 2006;
Veerbeek y col., 2015) y se diagnostica como PE con datos con severidad cuando
se presentan datos asociados a insuficiencia renal, edema pulmonar,
trombocitopenia, PA por encima de 110/160 mm Hg y/o alteraciones visuales y
neurolégicas (‘ACOG Practice Bulletin No. 202: Gestational Hypertension y
Preeclampsia’, 2019).

La PE de inicio temprano estd asociada con el espectro mas severo de la
enfermedad y la presentacion de RCIU. Esta asociacion parece estar relacionada
con una falla aun mas severa y extensa en el proceso de placentacion durante las
etapas mas tempranas de la gestacion, lo que eventualmente lleva al desarrollo de
niveles excesivamente elevados de estrés oxidativo, disfuncion endotelial materna,
hipoxia placentaria y RCIU (Burton y Jauniaux, 2004; Brosens y col., 2011; Roberts,

2014). Por otro lado, la PE sin presentacion de RCIU es con mayor frecuencia

74



asociada a un inicio tardio de los sintomas y los efectos sistémicos parecen estar
relacionados con factores maternos tales como obesidad, enfermedades
metabdlicas y predisposicion genética para enfermedades cardiovasculares que
pueden inducir disfuncion endotelial en respuesta a factores liberados por la
placenta (Chelbi y Vaiman, 2008; Dessi, Marincola y Fanos, 2015; Than y col.,
2018). Sin embargo, no existe una explicacion completa sobre porqué los efectos
sistémicos de la disfuncion placentaria solo se observan en PE o sobre cuéles son
las diferentes vias que llevan a los distintos escenarios clinicos de esta patologia.
Este gran espectro de manifestaciones clinicas representa un gran reto en la
busqueda de las causas, diagndstico temprano y prevencion de la enfermedad
(Sweeting, Park y Hyett, 2015). Ademas de esto, es importante resaltar que la PE
es una enfermedad de la madre, el feto y la placenta y que las manifestaciones
clinicas son un resultado de la interaccion entre diversos factores de riesgo y vias
de la enfermedad (Than y col., 2018; Ranay col., 2019).

El segundo hallazgo principal de este estudio result6 de la caracterizacion del
transcriptoma placentario del grupo de PE con datos de severidad. Se identificaron
40 transcritos diferencialmente expresados al compararse con el grupo control,
dentro de los que se incluyen 9 IncRNAs y se observé que casi la totalidad de estos
transcritos también estan presentes en el grupo de GDE en RCIU, con una
regulacion en la misma direccion y un alto grado de correlacion para ambas
condiciones. Estos transcritos estan principalmente involucrados en vias
moleculares asociadas a isquemia placentaria. Otros estudios también han

identificado grupos de genes placentarios y firmas moleculares de disfuncion
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placentaria: Sober y cols., reportaron el analisis de expresion diferencial en
placentas de PE de inicio tardio, diabetes gestacional, Fetos Pequefio para Edad
Gestacional (PEG) y Grandes para Edad Gestacional (GEG) en donde se observo
una expresion diferencial similar entre PEG, LGA y PE de inicio tardio, al ser
comparadas con embarazo normal (S6ber y col., 2015). Ademas, Gabor-Than y
cols., reportaron dos grandes grupos de genes placentarios, al analizar diferentes
fenotipos clinicos de PE; el primer grupo se asocio a vias moleculares relacionadas
con el sindrome materno, en donde factores como obesidad y predisposicion
genética generan cambios inflamatorios sistémicos durante el embarazo, que
posteriormente dan lugar a alteraciones en la funcionalidad de las células
trofoblasticas. Cabe resaltar que los genes correspondientes a este grupo no
necesariamente afectan el crecimiento fetal mientras que en el segundo grupo se
encuentran genes involucrados directamente en vias placentarias provenientes de
una alteracion en la diferenciacién del trofoblasto, que finalmente genera una
alteracién en la expresion y funcionalidad placentaria. Este grupo de genes se
encontr6 mayormente asociado con PE de inicio temprano, alteracién del
crecimiento y metabolismo fetal (Than y col., 2018).

El analisis de enriquecimiento de vias de los GDE identificados en el presente
estudio para los grupos de PE y RCIU, también permitio la identificacion de genes
involucrados en metabolismo fetal y placentario tales como STAR (Steroidogenic
acute regulatory protein) y SOAT2 (Sterol -Acyltransferase 2), dichos genes estan
implicados principalmente en la sintesis y metabolismo de colesterol. Ademas, se

identifico un grupo de genes involucrados en el metabolismo de proteinas
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incluyendo IGFBP1 (Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 1), FGG (Fibrinogen
Gamma Chain), FBXO2 (F-Box Protein 2) y PRL (Prolactina).

La sintesis de hormonas esteroideas es vital para la regulacion y mantenimiento del
embarazo y se encuentra principalmente regulada por la placenta. La adaptacion
del sistema cardiovascular es en parte mediada por estrégenos sintetizados por la
unidad utero-placentaria a partir de precursores esteroideos circulantes (Jobe, Tyler
y Magness, 2013) y se ha demostrado que una alteracidon en la sintesis esteroidea
placentaria se asocia con la severidad en la que se presentan los casos de PE
(Hertig y Liere, 2010). Por otro lado, el crecimiento fetal también se ve afectado por
cambios en la sintesis y metabolismo de nutrientes y hormonas placentarias
(Fowden y Forhead, 2009; Newbern y Freemark, 2011; Sandovici y col., 2012;
Zhang y col., 2015). STAR es un regulador temporal de la produccién esteroidea y
del trafico intracelular de colesterol en tejidos esteroidogénicos. En modelos
murinos se ha demostrado que este gen se encuentra altamente expresado en las
células trofoblasticas gigantes durante un tiempo limitado en el segundo trimestre
de la gestacion (Manna, Dyson y Stocco, 2009; Yivgi-Ohana y col., 2009), mientras
gue SOAT2 codifica para una acil-transferasa de colesterol, que es responsable de
la sintesis de colesteril éster, mismos que constituyen la parte lipidica de los
quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densisdad (VLDL) (Ahmed y col.,
2019). Es importante destacar que SOAT2 se ha reportado previamente en vias
moleculares de regulacion asociadas con PE (Benny y col., 2019). Por lo anterior,

la alteracion en la expresion de SOAT2 y STAR refleja la importancia de las
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alteraciones en la sintesis y metabolismo de colesterol durante el desarrollo de
isquemia placentaria.

Por otra parte, la expresion diferencial de genes como IGFBP1 y PRL, asi como
otros genes que también estan involucrados en la via de sefalizacion de via
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K/Akt) tales como GNB5 y GNG4, resaltan la
implicacién de estas vias en la isquemia placentaria. Estos resultados concuerdan
con los resultados de Rupasri y cols., quienes reportaron que la insuficiencia
placentaria esta asociada a alteraciones en la regulacién de genes de la familia de
PRL y una regulacion a la baja de la via IGF-II/Akt, lo cual finalmente lleva a un
aumento en los niveles de apoptosis placentaria (Ain, Canham y Soares, 2005).

La expresion diferencial de IGFBP1 se ha asociado con mayor frecuencia al
desarrollo de RCIU, y en este estudio se encontrd una sobre-expresion de este gen
en ambas patologias. Este gen codifica para una proteina que durante la primera
etapa de la gestacion participa en los procesos de implantacién e invasion
trofoblastica y su sub-expresion durante el primer trimestre se ha asociado a fallas
en la implantacion, asi como una placentacion deficiente, lo que también contribuye
en la presentacion de insuficiencia placentaria. Ademas, hay pruebas sélidas que
demuestran que esta proteina esta altamente expresada en las placentas a término
de embarazos complicados por PE o RCIU. Por lo anterior es que se han
desarrollado lineas de investigacion dirigidas a evaluar la concentracion sérica de
esta proteina durante etapas tempranas del embarazo como un potencial
biomarcador predictivo para el desarrollo de RCIU. Sin embargo, los resultados son

discrepantes entre los distintos estudios y algunos sugieren que la implementacion
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de modelos compuestos, en donde se determina la concentracion de esta proteina
en conjunto con métodos de ultrasonido, podria resultar efectivo en la prediccion de
esta patologia en el primer trimestre de gestacion (Fowler, Nicolaides y Miell, 2000;
Bhatia y col., 2002; Struwe y col., 2010; Gaccioli y col., 2018; Kimyon Comert y col.,
2019).

Por otra parte, en el presente estudio también se identificé una firma de INCRNAs
compartida entre las patologias estudiadas. El conjunto de transcritos incluye Inc-
PPM1D-1, Inc-TCL1B-1, Inc-MRPS5-1, IncTRPM7-1, MED4-AS1, EGFR-AS1,
FLJ31356, Inc-VAPA-1 y STON1-GTF2A1L. Los IncRNAs constituyen la mayoria
del transcriptoma humano con funciones reguladoras fundamentales en muchos
aspectos fisiolégicos, incluyendo angiogénesis, apoptosis, proliferacion celular y
migracion, asi como inflamacion y gametogénesis. Ademas, los INcCRNAs regulan la
expresion de los genes a nivel epigenético, transcripcional y postranscripcional y la
alteracién en la funcion de estos transcritos ha sido recientemente explorada tanto
en PE como en RCIU. Existen estudios previos sobre la expresion diferencial de los
IncRNAs de PE y RCIU comparados con embarazo normal (He y col., 2013;
Zuckerwise y col., 2016; McAninch, Roberts y Bianco-Miotto, 2017; Song y col.,
2017; Luo y Li, 2018; Azari y col., 2019). Sin embargo, de acuerdo con la literatura
revisada, este es el primer trabajo que informa sobre un mismo conjunto de IncRNAs
diferencialmente expresados en ambas complicaciones del embarazo; ademas,
esto también refuerza la idea de que hay mecanismos epigenéticos subyacentes

implicados en la isquemia placentaria que podrian ser en parte responsables de la
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patologia molecular y los cambios transcripcionales observados en estas
condiciones.

Es importante sefialar que EGFR-AS1 ha sido previamente considerado un blanco
de estudio importante en la fisiopatologia de la PE (Basak y Ain, 2019). Un estudio
in vitro demostré que el bloqueo en la transcripcidon de este IncRNA inhibe la
proliferacion celular y que su sobreexpresion muestra el resultado opuesto. El
bloqueo del EGFR-AS1 también se asocié con la disminucion de la expresion de p-
JAK y p-STAT, por lo que parece que este INncCRNA regula la via de sefalizacién de
JAK-STAT(Zhao y Jiang, 2018). De forma interesante, nuestro analisis de ontologia
de genes también muestra que esta via esta sobre-regulada, no solo para PE sino
también para RCIU. Este es un ejemplo de los mecanismos en los que los INcRNAs
estdn modulando importantes vias moleculares implicadas en la isquemia
placentaria, por lo que las implicaciones de los INcRNAs reportados en este estudio
merecen ser exploradas mas a fondo.

En el presente estudio, los grupos de genes con expresion diferencial no son
totalmente consistentes con los perfiles de expresion global reportados en la
literatura actual por lo que es importante considerar que los enfoques OGmicos
aplicados a enfermedades complejas como PE y RCIU se enfrentan a muchos
desafios, en particular, cuando se utilizan muestras humanas. Entre estos desafios
se encuentran la heterogeneidad entre las distintas poblaciones, el tamafio de la
muestra, las diferencias entre las técnicas, la diversidad de plataformas, las
estrategias de muestreo, las definiciones clinicas y la complejidad de estos

sindromes a nivel clinico y molecular. Lo anterior esta estrechamente relacionado
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con las inconsistencias observadas en los resultados derivados de estudios 6micos
(Coxy col., 2015; Benny y col., 2020). Por esta razon, los hallazgos aqui reportados
requieren una interpretacion cuidadosa y justifican una investigacion mas profunda
para dilucidar la contribucidon exacta de los IncCARN en la isquemia placentaria.

C VALIDACION POR RT-gPCR DE GENES DIFERENCIALMENTE
EXPRESADOS EN PREECLAMPSIA Y EN RESTRICCION DEL CRECIMIENTO
INTRAUTERINO

Con la finalidad de confirmar la fiabilidad de los perfiles de expresién obtenidos se
seleccionaron 10 genes diferencialmente expresados. La validacion incluyd 9 genes
codificantes para proteinas; IGFBP1, FGG, FBXO2, CPEB1, CHST2, CD40LG,
CATSPER1, CABYR, y STAR y el IncRNA EGFR-AS1 (Fig. 8). El analisis de
expresion génica se realizd en un set de muestras ampliado (12 RCIU, 11 PE, 11
PE-RCIU y 11 EN) (Cuadro 6). Los resultados mostraron un comportamiento similar
en los valores de expresion mediante ambas técnicas. El analisis mediante RTQ-
PCR mostr6é una sobre-expresion significativa (P < 0,05) de los genes codificantes
de proteinas seleccionados y el IncRNA EGFR-AS1 en el grupo de RCIU en
comparacioén con el grupo de EN. Ademas, se observé un aumento en la expresion
de CABYR, CATSPERL1 y EGFR-AS1 en el grupo de PE. También se observo que
CPEBL1 e IGFBP1 estan regulados al alza en el grupo PE-RCIU comparado con EN
(Fig. 9).

Es importante sefialar que los datos de este estudio fueron cuidadosamente
analizados utilizando la correccién del valor P y un conjunto de muestras mas

grande para los ensayos de validacion. Ademas, una de las fortalezas de nuestro
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estudio se basa en los criterios de inclusion de los grupos analizados que evitaron
la heterogeneidad clinica intragrupo, al incluir sélo PE con caracteristicas severasy
casos confirmados de RCIU con alteraciones hemodinamicas en la circulacion feto-
placentaria y con signos de insuficiencia placentaria. Sin embargo, como se
mencionod anteriormente, las caracteristicas clinicas particulares del grupo de PE
con RCIU limitaron de forma importante su analisis. Por esto ultimo, se debe
considerar aplicar otras estrategias de abordaje en el estudio de placentas
afectadas con ambas patologias que permitan caracterizar ain mas esta condicion,
ya que representa el espectro mas grave de la enfermedad y parece tener una firma

molecular distinta que no es comparable con placentas sanas a término.
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Figura 8. Validacion por RT-gPCR de los genes con expresion diferencial
seleccionados. Se seleccionaron los genes con el mayor cambio de expresion y/o
participacion en los 20 principales procesos bioldgicos, moleculares o patolégicos y
su cambio de expresion se evalud de forma independiente mediante RT- gPCR. (A)
El diagrama de barras representa los resultados de los cambios de pliegues log2 a
partir de los datos de microarreglos, trazados en el eje y, para cada gen, aqui
representados horizontalmente. Los asteriscos indican el lugar en que el cambio fue
estadisticamente significativo (es decir, FDR < 0,1) y las lineas rojas discontinuas
horizontales marcan el umbral de cambio de pliegues considerado significativo (-1,5
< cambio de pliegues > 1,5. (B) El diagrama de barras representa los resultados de
2-ACt de los datos de la RT-gPCR, trazados en el eje y para cada gen aqui
representado horizontalmente. Los asteriscos indican el lugar en que el cambio fue
estadisticamente significativo (es decir, el valor p < 0,05) y las lineas rojas
discontinuas horizontales marcan el umbral de cambio de plegado considerado
como significativo.
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Figura 9. Valores de expresion de los genes seleccionados para validacion por RTq-
PCR. Boxplots basados en en los valores de 2AA - Ct en todos los grupos de estudio;
Embarazos Normal (EN; n = 11), Restriccion del Crecimiento Intrauterino (RCIU; n = 12),
Preeclampsia (PE; n = 11) y Preeclampsia con Restriccion del Crecimiento Intrauterino (PE-
. RCIU; n = 11). IGFBP1: Proteina 1 de union al factor de crecimiento insulinico; FGG: Sub-
unidad gamma de fibrindbgeno; FBXO2: Proteina F-Box 2; EGFR-AS1: Long non-coding RNA-
antisentido 1; CPEB1: Proteina 1 citoplasmatica de union a elementos poliadenilados;
CHST2: Carbohidrato sulfotransferasa 2; CD40LG: CD40 Ligando; CATSPER1; Canal
catibnico asociado a esperma 1; CABYR: Proteina de union a calcio dependiente de
fosforilacion a tirosina; STAR: Proteina reguladora aguda esteroidogénica.
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VIl CONCLUSIONES

1. Se identifico la expresion diferencial de 463 transcritos en tejido placentario
de las patologias obstétricas estudiadas y embarazo normal.

2. El tejido placentario de embarazos complicados por RCIU mostré una mayor
variacion transcripcional al compararse con embarazo normal. Los genes
diferencialmente expresados al alta estan principalmente involucrados en
procesos inflamatorios e inmunoldégicos, incluyendo activacion de receptores
de citocinas y vias asociadas con enfermedad de injerto contra huésped,
mientras que el grupo de genes sub-expresados involucra vias de
metabolismo arginina y 6xido nitrico, asi como la biosintesis de acidos grasos
y proteinas.

3. Los transcritos diferencialmente expresados en PE al compararse con
embarazo normal coinciden en su mayoria con los identificados en RCIU, lo
cual indica que existe una alteracion en comuin en los mecanismos
moleculares principalmente asociados a vias de sefalizacion de citocinas,
metabolismo de colesterol, modificacion de proteinas y sefializacion de JAK-
STAT.

4. Se reportd por primera vez un conjunto de IncRNAs diferencialmente
expresados tanto en RCIU como en PE, lo que indica que existen
alteraciones en comun a nivel epigenético entre ambas condiciones que

podrian estar asociados al proceso de isquemia placentaria.
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IX SIGLAS Y ABREVIACIONES

PE Preeclampsia
RCIU Restriccion del Crecimiento Intrauterino

PE-RCIU Preeclampsia con Restriccion del Crecimiento Intrauterino

EN Embarazo Normal

IMCp indice de Masa Corporal pregestacional
EG Edad Gestacional

GP Ganancia de Peso en el Embarazo

PEG Pequefio para Edad Gestacional

GEG Grande para Edad Gestacional
mMiRNA  Micro RNA
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RNA Acido Ribonucleico
INcRNA  RNA largo de cadena no codificante

A.

CUADRO S1

X

ANEXOS

Cuadro suplementario S1. Genes diferencialmente expresados entre los

grupos de estudio

Gen logFC P P ajustada Contraste  Tipo . de
transcrito
IGFBP1 6.0 8.25E-06  0.08 PE-EN mRNA
igl': R- 3.7 1.23E-05 0.08 PE-EN Inc-RNA
Cllorf86 2.8 3.24E-05  0.09 PE-EN mRNA
STAR 3.6 4.82E-05  0.09 PE-EN mRNA
ITGAD 1.6 4.94E-05  0.09 PE-EN mRNA
FGG 4.8 5.21E-05  0.09 PE-EN mRNA
PBX4 2.3 6.71E-05  0.09 PE-EN mRNA
SOAT?2 2.3 6.74E-05  0.09 PE-EN mRNA
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AS1

PRUNE2

Inc-VAPA-
1

C8orf31

KCNK12

Inc-
TRPM7-1

CABYR

MCEMP1

LOC3387
97

IGFBP1

CPEB1
TMEM132
C

TWIST2
FGG
CYP2A7
STAR
LOC1019
29019
FBXO2
IGFBP1
CABYR
MS4A12
TNFRSF8
PDZK1IP1
CD40LG
F2R
GNG4
RFPL4B
ZNF683

3.6

2.5

2.3

3.2

1.6

2.8

-1.8

2.7

3.2

-1.5

5.9
2.1
2.5

2.1
5.0
1.6
3.7

-2.1

2.6
5.4
2.2
-2.2
2.3
3.8
2.1
2.2
2.7
2.8
3.0

0.0002434
15
0.0002453
93
0.0002506
15
0.0002191
49
0.0002514
9
0.0002602
78
0.0002709
96

2.60E-06

1.12E-05

1.37E-05

1.93E-05
1.30E-05
1.46E-05

2.15E-05
2.35E-05
2.89E-05
3.21E-05

3.39E-05

3.60E-05
3.63E-05
3.66E-05
4.26E-05
4.34E-05
4.44E-05
4.55E-05
4.66E-05
4.83E-05
5.12E-05
5.16E-05

0.09

0.09

0.09

0.09

0.09

0.09

0.09

0.04

0.06

0.06

0.07
0.04
0.04

0.04
0.04
0.04
0.04

0.04

0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04

PE-EN

PE-EN

PE-EN

PE-EN

PE-EN

PE-EN

PE-EN

PE-RCIU-
EN
PE-RCIU-
EN
PE-RCIU-
EN
PE-RCIU-
EN

RCIU-EN
RCIU-EN

RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN

MRNA

Inc-RNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA
MRNA
MRNA

MRNA
MRNA
MRNA
MRNA

Inc-RNA

MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
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Inc-
TRMT61B
-2

RUNX3
SAMD3
Inc-F8A2-
1

CYP3A7
PRUNE2
LRRC15
PRL
IL1IR2
PCDH11X
EGFR-
AS1
C8orf31
Inc-
SPATA9-1

TAC3

DAW1

IGSF10

TM4SF19

RNASE4

ADAD1

Inc-VAPA-
1

HTR2B

ANKRD22

LINC0047
3

Inc-
ESCO2-2

MGST1

-1.6

1.9
2.0

-2.3

1.8
2.5
3.8
4.6
4.0
-2.0

3.2
1.7
-1.9

3.7

3.3

3.1

1.6

2.1

3.3

2.8

2.2

3.7

1.6

3.7

5.43E-05

5.48E-05
6.32E-05

6.65E-05

7.24E-05
7.43E-05
7.48E-05
7.72E-05
7.76E-05
7.98E-05

8.75E-05

8.81E-05
0.0001039
78
0.0001055
24
0.0001101
16
0.0001107
19
0.0001168
17
0.0001188
13
0.0001197
49
0.0001216
03
0.0001269
38
0.0001322
55
0.0001332
17
0.0001368
52
0.0001459
38

0.04

0.04
0.04

0.04

0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04

0.04
0.04
0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

RCIU-EN

RCIU-EN
RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN

RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

Inc-RNA

MRNA
MRNA

Inc-RNA

MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA
MRNA

Inc-RNA
MRNA
Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

Inc-RNA

MRNA
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DKFZp43
430226
Inc-IL1R2-
1
Inc-AAAS-
1

OR2AP1
CHST2
ESRRG

PRG2

Inc-
CHADL-2

CD8B

EPYC

CATSPER
1

KCNK12

Inc-
THSD4-2

Cl1lorf86

Inc-
TCL1B-1

SPATA17

Inc-
LRTM2-1

GNB5
ADCY1
PLA2G7

CLEC10A

HLA-
DQA2

2.3

3.4

2.1

1.7

-14

3.3

-1.5

1.9

3.7

2.3

2.9

1.6

2.2

2.3

1.6

2.9

0.0001493
07
0.0001511
15
0.0001512
84
0.0001568
13
0.0001600
63
0.0001611
85
0.0001617
79
0.0001630
73
0.0001664
95
0.0001698
79
0.0001769
67
0.0001778
11
0.0001798
06
0.0001829
76
0.0001837
3
0.0001844
85
0.0001924
04
0.0001932
29
0.0002026
28
0.0002030
42
0.0002102
11
0.0002118
41

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

Inc-RNA

Inc-RNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA
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TRIM64
OR5H14
MAP3K5

CD52

XLOC_I2_
009139

SLC10A1
CHI3L2
ALDH1A2
CHRDL1
IQCAL
FOXL2
PVRIG
GAL

ERP27

Inc-
FAM53A-
1

CENPV

FCRL3

LOC3387
97

Inc-
TAF4B-4

F12

FOLH1B

3.6

3.0

1.4

1.6

3.3

4.3

1.7

2.9

1.7

1.9

1.8

1.7

1.9

2.0

-1.2

2.2

2.4

0.0002121
38
0.0002199
04
0.0002207
29
0.0002320
85
0.0002380
59
0.0002399
42
0.0002481
08
0.0002567
83
0.0002613
57
0.0002654
97
0.0002759
05
0.0002775
24
0.0002786
83
0.0002825
81

0.0002868
37

0.0003036
77
0.0003052
78
0.0003086
91
0.0003095
77
0.0003356
37
0.0003359
27

0.04

0.04

0.04

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

106



RBP4

IL2RB

LOC1027
23721

KLK9

RGL4

SECISBP
2L

SCML4

RGS2

PDZK1

HN1

Inc-
TNFRSF1
7-2

DEPDC7

TIMP3

LOC1001
31303

SMPD3

UTS2R

MCEMP1

MAGEBS5

Inc-
PRKAG2-
1

ARSE

2.8

2.7

3.2

-1.6

2.2

-1.3

2.0

1.6

2.6

1.7

1.4

2.1

1.4

-1.9

1.8

2.3

-1.5

-1.4

1.8

0.0003510
99
0.0003655
03

0.0003668
13

0.0003671
22
0.0003693
89
0.0003775
02
0.0003783
54
0.0003821
16
0.0003887
02
0.0003908
41

0.0003994
23

0.0004036
39
0.0004042
13
0.0004049
18
0.0004082
07
0.0004086
71
0.0004140
32
0.0004165
86

0.0004242
18

0.0004309
85

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

MRNA

MRNA

No
Caracteriz
ado

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

107



LIPK

PTPNY7

Inc-
INHBA-1

NTN4

PDEGH

KLRC1

ZNF583

PBX4

MAOB

ABLIM2

WNT4

MIR762H
G

SMOX

GZMB

LINC0096
7

FNDC3A

LOC1027
25314
MEDA4-
AS1

PPP4R4

LOC1027
23906

ALOXE3

1.3

1.8

-14

1.6

2.8

2.1

1.7

2.0

3.2

1.9

2.0

1.5

1.7

1.9

-1.6

-1.3

-1.6

2.4

2.4

-1.3

-1.7

0.0004381
96
0.0004384
84
0.0004463
65
0.0004478
45
0.0004492
22
0.0004519
59
0.0004528
32
0.0004558
67
0.0004568
58
0.0004579
18
0.0004675
53
0.0004692
2
0.0004715
87
0.0004791
54
0.0004792
85
0.0004820
89
0.0004874
2
0.0004896
5
0.0004919
18

0.0004973
15

0.0005035
93

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

Inc-RNA

Inc-RNA

MRNA

No
caracteriz
ado

MRNA
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Inc-
OSTF1-1

CISD3

CNR1

DNASE1L
3
XLOC_I2_
011737
LOC1001
29917
LOC1005
07389
CILP2

GNLY
CHI3L1
PCDH20
SKAP1
Clorfl106
SHC3
TUBA3D
UBD

METAP1D

Inc-RP11-
90J19.1.1-
3

FOXL2NB
SOD2

CYTIP
MARCO

-1.9

3.7

1.4

-1.6

-1.6
2.8
3.2

2.1

3.9

1.7

2.1

1.6

1.6

3.4

1.7

2.9

1.2

1.7
1.8

0.0005059
36
0.0005188
24
0.0005219
78
0.0005339
08
0.0005380
59
0.0005386
02
0.0005489
06
0.0005678
0.0005679
26
0.0005716
6
0.0005735
23
0.0005815
43
0.0005897
36
0.0005956
15
0.0006084
16
0.0006146
29
0.0006193
5

0.0006241
71

0.0006248
36
0.0006265
95
0.0006309
72

0.0006451

0.05

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06
0.06
0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06
0.06

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN
RCIU-EN
RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN
RCIU-EN

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

Inc-RNA

Inc-RNA
MRNA
MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA
MRNA
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CD5

CLDN16

Inc-
CYTL1-1

LGALS13

P4HA3

KLRB1

LCK

HIST1H1
E

ADORA3

KCNIP4-
IT1

Inc-
SLC12A8-
1

Inc-
TMEMS88B
-1

IL17D

ELMOD1

TAP1

ERVV-2

CXCR3

ASCL2

CCL23

LOC1019
29295
Inc-
MRPE5-1

2.4

-1.6

-14

-1.9

2.5

2.0

1.8

-1.8

1.6

-1.2

2.1

1.9

1.9

1.2

1.3

2.4

1.9

-14

-1.9

0.0006530
42
0.0006534
61
0.0006628
36
0.0006677
84
0.0006843
43
0.0006849
73
0.0006922
08
0.0006933
74
0.0007078
03
0.0007139
75

0.0007246
88

0.0007339
56

0.0007514
08
0.0007516
35
0.0007557
57
0.0007665
36
0.0007887
42
0.0007910
75
0.0007915
43
0.0008047
84
0.0008049
13

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

Inc-RNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

Inc-RNA
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UCHL1
AFF1
DIRAS2
OLAH

NDP

WBSCR1
7

TRIM17

Inc-
NUP88-1

ESX1

PTPN22

GOLGAGL
1

CHST15

LOC1005
06384

LGALS14
CXCL10

C1QTNF9
LRRN4CL

CD3D

USP30-
AS1
XLOC_12_
006624
LINCO111
8

GPRC5A

2.8

-1.5

2.9

3.2

2.1

-1.6

-1.3

2.1

1.6

-1.3

1.3

-14

-1.8

2.6

2.6

2.8

1.7

1.6

-1.1

2.2

0.0008068
29
0.0008155
01
0.0008180
17
0.0008181
98
0.0008221
75
0.0008238
18
0.0008251
57
0.0008290
21
0.0008336
69
0.0008343
72
0.0008401
64
0.0008423
79
0.0008449
89
0.0008469
32
0.0008490
14
0.0008537
93
0.0008559
67
0.0008721
1
0.0008760
07
0.0008770
4
0.0008772
08
0.0008884
66

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

Inc-RNA

Inc-RNA

MRNA
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Inc-
AMMECR
1-1

CCL18

MYO16-
AS1

KCNJ16

SPACAGP
-AS

WT1

LOC1001
29345

SOAT2

MYBPH

GREB1

CD48

Inc-
EPETI1-1
LINCO0144
9

LSAMP

CST7

SLAMF7

ITGB3

PAWR

SLC1A6

LOC2551
87

GZMA

1.3

3.1

2.5

2.3

-1.5

3.0

1.8

-1.6

1.6

2.1

1.8

2.0

2.2

2.4

-1.4

2.6

-1.4

2.0

0.0008892
12

0.0008949
63
0.0008960
26
0.0009179
52
0.0009181
93
0.0009216
61
0.0009259
17
0.0009539
32
0.0009656
11
0.0009727
39
0.0009804
16
0.0009842
75
0.0009966
23
0.0009984
6
0.0009995
42
0.0010058
76
0.0010231
96
0.0010232
48
0.0010359
31
0.0010410
37
0.0010586
74

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

RCIU-EN

Inc-RNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

Inc-RNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

MRNA

Inc-RNA

MRNA
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SH2D1B

CEND1

FOLH1

ZBEDG6

EPDR1

S100A4

LOC1001
32874

LOC1019
26934

Inc-
PPM1D-1
SIGLEC1
0

LAYN

Inc-
NDUFS5-
2

TAGAP
ERV3-1
TTR

STAB2

NKG7

Inc-
RABEPK-
1

DAPP1

TCL6

HCN2

2.0

1.5

2.2

-14

2.1

11

2.7

-1.3

1.6

1.2

1.4
-2.1
3.5

2.8

1.7

-1.5

1.4

-1.7

0.0010750
09
0.0010864
91
0.0010886
24
0.0010902
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