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RESUMEN 
 

La hipoxia fetal crónica es causa de muchas anomalías neurocognitivas con grave 

repercusión en el adulto. Muchas de las enfermedades tienen su origen en una hipoxia 

fetal no diagnosticada durante la gestación. En la actualidad no existe ninguna técnica 

precisa para distinguir que fetos están sufriendo hipoxia al final de la gestación. El 

Doppler y la valoración del crecimiento fetal solo permiten sospechar la existencia de 

daño hipóxico crónico, cuando el daño neurológico ya se ha establecido. La capacidad 

de detectar dichas anomalías con técnicas de biología molecular de marcadores 

biológicos sería un instrumento de enorme valor para la prevención del daño perinatal.  

Este proyecto de investigación se encaminó a la detección de marcadores 

biológicos (micro-RNA) de daño neurológico fetal en sangre materna. Para ello, se 

estudiaron muestras sanguíneas de cordón umbilical y sangre materna, obtenidas tras 

el parto, pertenecientes a dos grupos de población de estudio: gestaciones con 

restricción de crecimiento tardío (RCF) y gestaciones  con crecimiento normal. 

En primer lugar se realizó un proceso de secuenciación genética en  25 muestras 

(16 crecimiento normal / 9 RCF-tardío) de sangre de cordón umbilical para valorar los 

micro-RNAs (miRNAs) que se expresaban de forma diferenciada. Con posterioridad, 

éstos resultados se validaron mediante técnica PCR en 48 muestras (24 crecimiento 

normal/ 24RCF tardío). 

Al analizar los resultados de la validación se observó una sobreexpresión significativa en 

el grupo de RCF tardío de los miRNAs: miRNA-25-3p, miRNA-132-3p y miRNA-185-5p.  

Una vez obtenidos estos resultados se llevó a cabo un análisis de las vías y la 

ontología génica, relacionadas con RCF descriptas en  la literatura, en la que están 

implicados estos miRNAs, las cuales revelaron una sobrerrepresentación principalmente 

de ciertas vías moleculares asociadas al desarrollo cardiaco, angiogénesis y  muerte 

neuronal. Además, como novedoso hallamos miRNAs con acción sinérgica (miR-185-5p 

y miR-25-3p) en el metabolismo de colesterol, de gran importancia en el desarrollo fetal. 

Por otro lado también se realizó una asociación de estos miRNAs con parámetros 

clínicos y ecográficos, de manera que nos permitiera poder utilizarlos en algoritmos 

pronóstico/terapéuticos. La mayoría de los casos con sobreexpresión de miR-132-3p 

presentaron centiles de peso corporal bajos; la sobreexpresión de miR-185-5p está 



 
 

inversamente correlacionada con el Doppler fetal (CPR MoM), por lo que su papel 

fundamental estaría relacionado con la respuesta a la hipoxia. 

A continuación se realizó la búsqueda de éstos miRNAs en las muestras de sangre 

materna pareadas con las del cordón umbilical analizadas previamente, en la que no se 

encontró el perfil diferencial observado en sangre fetal, por lo que, al menos en nuestro 

estudio concluimos que éstos miRNAs no se transmiten significativamente a través de 

la placenta y que esto  podría deberse, entre otras hipótesis, a que la disfunción 

placentaria en la RCF  podría atenuar  la biogénesis de miRNAs, y su posterior liberación 

al plasma y/o que los patrones de expresión de los miRNAs difieren para tejidos 

específicos.  

Ante estos resultados y teniendo en cuenta que  la sobreexpresión de miRNAs 

hallada en sangre de cordón umbilical no es reproducible intraútero en la práctica 

clínica, concluimos que  la investigación futura  debería centrarse en los perfiles de 

miRNAs  en sangre materna directamente. 

No obstante, nuestro trabajo ha permitido no solo poner en evidencia los 

cambios moleculares  que se producen en la restricción de crecimiento tardía sino 

también comprender de qué manera muchas de las afecciones del adulto tienen su 

origen en la vida intrauterina. 



 
 

ABSTRACT 
 

Chronic foetal hypoxia is the cause of many neurocognitive abnormalities with 

severe adult repercussions. Many of the diseases have their origin in undiagnosed foetal 

hypoxia during gestation. At present there is no precise technique to distinguish which 

foetuses are suffering from hypoxia at the end of gestation. Fetal Doppler and fetal 

biometry only allow suspicion of chronic hypoxic damage when neurological damage is 

already established. The ability to detect such abnormalities with molecular biology 

biomarker techniques would be an invaluable tool for the prevention of perinatal 

damage.  

This research project aimed to detect biomarkers (micro-RNA) of foetal 

neurological damage in maternal blood. For this purpose, umbilical cord and maternal 

blood samples obtained after birth were studied from two study population groups: 

gestations with late  fetal growth restriction (FGR) and gestations with normal growth. 

Firstly, a genetic sequencing process was carried out on 25 samples (16 normal 

growth / 9 RCF-late growth) of umbilical cord blood to assess the micro-RNAs (miRNAs) 

that were differentially expressed. Subsequently, these results were validated by PCR 

technique in 48 samples (24 normal growth/ 24 late RCF). 

Analysis of the validation results showed significant overexpression in the late FGR group 

of miRNAs: miRNA-25-3p, miRNA-132-3p and miRNA-185-5p.  

Once these results were obtained, an analysis of the FGR-related pathways and 

gene ontology described in the literature in which these miRNAs are involved was 

performed, which revealed an overrepresentation mainly of certain molecular pathways 

associated with cardiac development, angiogenesis and neuronal death. In addition, we 

found a novel synergistic action of miRNAs (miR-185-5p and miR-25-3p) in cholesterol 

metabolism, which is of great importance in foetal development. 

On the other hand, an association of these miRNAs with clinical and ultrasound 

parameters was also performed, so that we could use them in prognostic/therapeutic 

algorithms. Most of the cases with miR-132-3p overexpression presented low body 

weight centiles; miR-185-5p overexpression is inversely correlated with fetal Doppler 

(CPR MoM), so its fundamental role would be related to the response to hypoxia. 



 
 

We then searched for these miRNAs in the maternal blood samples paired with 

those of the umbilical cord previously analysed, but did not find the differential profile 

observed in foetal blood, and therefore, At least in our study, we conclude that these 

miRNAs are not significantly transmitted across the placenta and that this could be due, 

among other hypotheses, to the fact that placental dysfunction in FGR may attenuate 

the biogenesis of miRNAs, and their subsequent release into the plasma and/or that 

miRNA expression patterns differ for specific tissues.  

Given these results and taking into account that the overexpression of miRNAs 

found in cord blood is not reproducible in utero in clinical practice, we conclude that 

future research should focus on miRNA profiles in maternal blood directly. 

Nevertheless, our study has allowed us not only to highlight the molecular 

changes that occur in late growth restriction but also to understand how many of the 

adult conditions have their origin in intrauterine life. 
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15 Introducción 

1.1   HIPÓTESIS DE BARKER 

 

El entorno intrauterino ha sido implicado como un factor importante que afecta al 

desarrollo de múltiples enfermedades. David Barker, un epidemiólogo británico, publicó en 

1990 la teoría que desde entonces se conoce como "la hipótesis de Barker” sobre la 

programación fetal:¨The Fetal and Infant Origins of Adult Disease”[1]. 

Los estudios de Barker y col.[2] [3]; en la década de 1980, establecieron que la 

prevalencia de algunas enfermedades en el adulto, como ateroesclerosis, hipertensión arterial 

(HTA), accidente cerebrovascular, diabetes mellitus tipo 2 y dislipidemias, se relacionaban con 

el ambiente intrauterino 

Dicha teoría surgió de sus investigaciones cuando observó que había mayores tasas de 

mortalidad por enfermedades cardiovasculares en las regiones de Inglaterra y Gales con 

mayores tasas de mortalidad infantil y que las muertes neonatales también estaban 

relacionadas con el bajo peso al nacer y que a su vez, era más común en zonas donde la 

nutrición materna era deficiente y la mortalidad materna era elevada. 

Además, los estudios de seguimiento de adultos de los que se disponía de datos sobre 

el nacimiento y la primera infancia mostraron que aquellos que habían pesado más al nacer y 

habían recibido lactancia materna al año de vida tenían tasas de mortalidad por cardiopatía 

isquémica y accidente cerebrovascular menores[2].También demostró un mayor riesgo de 

hipertensión en la edad adulta en hombres y mujeres que habían nacido con pesos bajos al 

nacer y con placentas grandes. Esta diferencia entre el tamaño de la placenta y el del feto 

provocaba una adaptación circulatoria en el feto, una alteración de la estructura arterial en el 

niño y una hipertensión en el adulto. 

Barker llegó a la conclusión de que esta discordancia podía utilizarse como marcador 

de la restricción del crecimiento fetal [3]. Estas correlaciones son las que le llevaron a 

considerar por primera vez que la programación de las enfermedades en el adulto comenzaría 

intraútero, durante el desarrollo fetal. 
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1.2. PROGRAMACIÓN FETAL 
 

 

Nos referimos al término “programación fetal “a los cambios estructurales, funcionales 

y metabólicos que se producen en el feto como respuesta adaptativa a un entorno adverso o 

subóptimo que persisten en la vida postnatal, y que conlleva un mayor riesgo de enfermedad 

en la edad adulta, tales como, enfermedades cardiovasculares, metabólicas, neurológicas y 

enfermedades endocrinológicas. 

En términos evolutivos, dicho fenómeno, es probable que refleje los beneficios de la 

plasticidad durante el desarrollo temprano [4] que  son beneficiosos durante el periodo 

intrauterino porque adaptan al feto a las necesidades actuales, pero pueden resultar 

perjudiciales al final y provocar el desarrollo de enfermedades crónicas con repercusión en la 

vida adulta. 

La plasticidad del desarrollo requiere una modulación estable de la expresión génica, 

que parece estar mediada, al menos en parte, por procesos epigenéticos como la metilación 

del ADN, microRNAs y la modificación de las histonas. Así, tanto el genoma como el epigenoma 

influyen de forma interactiva en el fenotipo  y determinan la sensibilidad a factores 

ambientales, el consiguiente riesgo de enfermedad y lo que es más importante aún es que 

pueden transmitirse a las siguientes generaciones[5][6]. 

 

1.3. RESTRICCION DE CRECIMIENTO FETAL  

 

La restricción de crecimiento fetal  es una condición que se produce cuando el feto falla en 

su objetivo de alcanzar su potencial genético [7]. 

 

La restricción de crecimiento fetal (RCF) se asocia con un incremento de la morbilidad 

y mortalidad perinatal [8][9] 

Existen diversas causas de restricción de crecimiento. En algunos casos esta se debe a 

enfermedades genéticas, malformaciones o alteraciones cromosómicas [10] y el pronóstico 

está condicionado por las manifestaciones fenotípicas de dichas enfermedades. No obstante, 

en la mayoría de las ocasiones se debe a la existencia de una disfunción placentaria o a un 

funcionamiento placentario subóptimo. 
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La restricción de crecimiento implica un crecimiento por debajo de los percentiles 

normales (peso fetal estimado (PFE) por debajo del percentil 10) pero hay que distinguirla del 

concepto “pequeño para edad gestacional” (PEG) en el que un feto normal crece por debajo 

de dicho percentil sin presentar alteraciones hemodinámicas [10]; aunque recientemente se 

ha observado que presentan peor pronóstico con mayor riesgo de complicaciones perinatales 

que los fetos adecuados a edad gestacional [11]. La mejor manera de realizar dicha distinción 

es estudiar hemodinámicamente al feto afectado: una alteración hemodinámica condiciona 

el diagnóstico de restricción de crecimiento y un peor pronóstico.  

Solo existe una excepción a este concepto y es cuando el feto crece por debajo del 

percentil 3 [11], ya que un peso estimado excesivamente bajo también implica englobarlo 

dentro de la definición de restricción de crecimiento fetal. 

Por lo que el riesgo de resultados adversos mayores es particularmente marcada en el 

subgrupo de peso al nacer < 3er percentil y aquellos con redistribución de circulación fetal 

evaluada mediante Doppler color con aumento del índice de pulsatilidad (IP) en la arteria 

umbilical (UA) > percentil 95, IP disminuido en la arteria cerebral media (ACM) < percentil 5, 

IP disminuido en el índice cerebro-placentario (ICP) <  percentil 5 y líquido amniótico 

disminuido. 

En el modelo más aceptado de progresión hemodinámica existe un aumento inicial de 

la resistencia en la arteria umbilical (AU) seguido de una vasodilatación en la arteria cerebral 

media (ACM) (preservación del cerebro o brain sparing), un aumento de resistencia e inversión 

del flujo en el Istmo Aórtico (IAo) y finalmente un aumento de resistencia en las venas 

precordiales, en especial en el Ductus Venosus (DV) con onda a ausente o reversa[12] . 

Si expresamos estos parámetros hemodinámicos en forma de intervalo al parto o a la 

muerte fetal, existe una progresión temporal que sería aproximadamente de 4 semanas hasta 

el parto para el Doppler de la AU, 3 semanas para el Doppler de la ACM, 2 semanas para el 

Doppler del IAo y  1 semana para el Doppler del DV [13].  
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1.4 CLASIFICACIÓN DE LA RESTRICCIÓN DE CRECIMIENTO FETAL 

 

Se deben diferenciar dos entidades dentro de la restricción de crecimiento fetal, la de 

inicio temprano y la de inicio tardío. (Figura 1). 

Esta clasificación no solo incluye la edad gestacional de aparición, sino que también, 

está determinada por dos mecanismos fisiopatológicos diferentes: 

 

RCF de inicio temprano 

Esta entidad representa un 20-30% de las RCF y se caracteriza por su edad gestacional 

de aparición, antes de las 32 semanas. 

Destacan dos principales agrupaciones de causas:  

-infección, anomalías cromosómicas o genéticas intrínsecos del feto. 

-insuficiencia placentaria severa.  

Se asocian a preeclampsia hasta en 50% como consecuencia de una disminución total 

del área de las vellosidades coriales. En estos casos el Doppler umbilical presenta muy buena 

sensibilidad siendo útil para su diagnóstico y monitorización. Es más frecuente que exista una 

alteración inicial del Doppler umbilical con una afectación del peso que da lugar a posteriores 

alteraciones hemodinámicas, con un deterioro progresivo  

(aumento inicial de la resistencia en la AU —-vasodilatación de ACM—- aumento de 

resistencia e inversión del flujo IAo—- aumento de resistencia en DV con onda a ausente o 

reversa [12]. 

Son casos severos con mal pronóstico debido a la prematuridad asociada, y por lo 

tanto, el desafío es la monitorización y decisión de cuándo finalizar la gestación, equilibrando 

mortalidad versus prematuridad. 

 

RCF de inicio tardío 

En estos casos la edad gestacional de su diagnóstico es más allá de las 32 semanas de 

edad gestacional y representan el 70–80% de las RCF. Su asociación con preeclampsia es baja 

(10 %), tienen habitualmente su origen en una insuficiencia placentaria leve y en este 

subgrupo el Doppler umbilical tiene una sensibilidad baja (<30%) y habitualmente es normal, 

mientras que lo más común es que presenten vasodilatación cerebral [14]; esto  explica una 

de las particularidades de la restricción de crecimiento de inicio tardío: que podamos 
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encontrar fetos con un peso normal, pero con vasodilatación cerebral que presentan mayor 

riesgo de  daño neurocognitivo. 

 

Esta entidad está asociada a muertes perinatales cercanas al término por su baja 

tolerancia a la hipoxia.  

Están asociados a mayor morbilidad, en especial metabólica y neurológica en la vida 

adulta y el principal desafío que presentes en su diagnóstico ya que pueden pasar clínicamente 

desapercibidos. 

 

 

Figura 1. Características de RCIU temprano y tardío. 
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1.5.  DIAGNÓSTICO RCF DE INICIO TARDÍO: UN DESAFÍO 

 

El concepto de RCF de inicio tardío se empezó a conceptualizar al ver que algunos fetos 

pequeños al final de la gestación presentaban un Doppler cerebral anormal pese a tener un 

Doppler umbilical normal, presentando un peor desenlace perinatal[15][16][17]. Por ello, en 

la población total de fetos pequeños se observaba que existían 2 subgrupos: un grupo de fetos 

con anomalías del Doppler umbilical, sobre todo por debajo de las 32 semanas, con un pico 

en la semana 27 y otro grupo de fetos sobre todo de >32 semanas frecuentemente sin 

anomalías el Doppler umbilical pero que presentaban anomalías del Doppler cerebral o del 

índice cerebroplacentario (ICP)[15].Lo que era aún más llamativo es que estas anomalías del 

Doppler cerebral o del ICP iban en aumento a partir de la semana 34, pese a mantenerse la 

normalidad en el Doppler umbilical y uterino[18]. 

En la actualidad las herramientas que tenemos, para la detección de hipoxia fetal al 

final del embarazo solo permiten sospechar la existencia de daño hipóxico crónico pero no 

disponemos de herramientas diagnósticas precisas para la predicción de la RCF tardía ni sus 

potenciales daños. 

El cribado en el primer trimestre con la velocimetría Doppler uterina, los marcadores 

bioquímicos (factores angiogénicos) y las características maternas presentan una tasa de 

detección débil para restricción del crecimiento tanto de inicio temprano (40 %)  como de 

inicio tardío  (32%) cuando no están asociados a preeclampsia  [19].  

En el segundo trimestre, una combinación de biometría fetal, peso fetal estimado (PFE) 

<10º centil, y velocimetría Doppler uterina anormal o índice cerebroplacentario (ICP) (que 

combina los índices de pulsatilidad de la arteria cerebral media [ACM]) sólo detectó un 20,1% 

de RCF tardía para un 25% de falsos positivos [18]. 

Existe un considerable conjunto de pruebas que demuestran que la velocimetría de la 

AU no refleja de forma fiable la insuficiencia placentaria y no predice de forma fiable el 

resultado adverso en la RCF de inicio tardío [18][20][21]. 

Resulta intrigante que, mientras que la mayoría de los casos de RCF de inicio tardío 

presentan signos histológicos de infraperfusión placentaria (principalmente oclusión vascular 

, inflamación e hipoplasia vellositaria)[22],esto no se refleja en el Doppler de la AU; lo que 

probablemente esté relacionado con el grado de extensión. Esto se ha demostrado en los 

modelos experimentales animales[23] y matemáticos[24][25] de obliteración de los vasos de 
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la placenta han sugerido que el Doppler de la AU se altera sólo si se ve afectada una parte 

extensa de la placenta.  

 

Por lo tanto, dado que la velocimetría de la AU no es un parámetro sensible para 

detectar formas tardías de RCF, otras medidas Doppler se han estudiado para reflejar la 

adaptación fetal a la insuficiencia placentaria. 

El uso del Doppler de la ACM en este contexto está respaldado por estudios recientes 

que han demostrado que entre el 15 y el 20% de los fetos PEG a término con Doppler de la AU 

normal tienen una impedancia reducida en el flujo sanguíneo de la ACM, y que este signo se 

asocia a un peor resultado perinatal[14][16][26], a un peor comportamiento neurológico, 

tanto al nacer como a los 2 años de edad [27]. 

Además, se ha demostrado que el ICP, es más sensible a la hipoxia que sus 

componentes individuales [28] y se correlaciona mejor con el resultado adverso (sufrimiento 

fetal intraparto, parto por cesárea de emergencia e ingreso en la unidad de cuidados 

intensivos) [29][30][17][31]. 

 

1.6 CONSECUENCIAS DE LA RCF DE INICIO TARDÍO 

 

• Afectación cardiovascular 

La insuficiencia placentaria tiene dos efectos directos en el desarrollo cardiovascular 

del feto. En primer lugar, la reducción del suministro de oxígeno y nutrientes puede alterar el 

crecimiento de los cardiomiocitos y la arquitectura de las fibras. En segundo lugar, la 

hipoplasia/trombosis de las vellosidades conduce a un aumento de la resistencia placentaria 

y a una poscarga cardíaca crónica.  

En consecuencia, el miocardio en desarrollo sufre una serie de cambios en la macro y 

microestructura y en la función cardíaca, para mantener el gasto ventricular, fenómeno 

conocido como remodelación cardíaca, el cual, persiste en la vida postnatal, desde el periodo 

neonatal hasta la adolescencia, predisponiendo un mayor riesgo cardiovascular posterior [32].  

Inicialmente, el corazón desarrolla una forma más esférica que permite mantener el 

volumen sistólico con menos fuerza de contracción, al tiempo que reduce la tensión de la 

pared para tolerar mejor la sobrecarga de presión [33].Esto puede ocurrir en un ventrículo 

que determinará un fenotipo "alargado", en el que un ventrículo derecho globular empuja el 
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tabique y alarga el ventrículo izquierdo, o en ambos ventrículos  que determinará un fenotipo 

"globular".  

En los casos más graves y/o prolongados, el aumento de la esfericidad puede no ser 

suficiente, por lo que se desarrolla una hipertrofia para aumentar la contractilidad y disminuir 

la tensión local de la pared. Así, la cardiomegalia es un cambio característico, con tres 

fenotipos diferentes alargado, globular e hipertrófico que sugieren una progresión de la 

gravedad. (Figura 2) 

Todas las formas clínicas de RCF mencionadas están asociadas a la programación y 

remodelación cardiovascular[34][35][36]. La RCF de inicio temprano está más asociada a una 

respuesta hipertrófica, mientras que los fenotipos cardíacos de inicio tardío suelen 

desarrollarse de forma globular o alargada. En un estudio descriptivo de Rodriguez- Lopez y 

col [37]  las adaptaciones cardíacas más frecuentes observadas en fetos con RCF tardío fueron 

los fenotipos globular (54%) y alargado (29%), caracterizados por una geometría más esférica 

que afecta a ambos ventrículos y por un ventrículo izquierdo no esférico, respectivamente.  

Estos fetos presentaban signos leves de insuficiencia placentaria y un resultado 

perinatal ligeramente peor en comparación con fetos de crecimiento normal.  

Estos cambios cardiacos serían consecuencia de la insuficiencia placentaria leve que 

provoca una hipoxia fetal sutil, desnutrición y sobrecarga de presión durante las últimas 

semanas del embarazo[37][38].

Figura 2. Imágenes de ecocardiografías fetales de cuatro cámaras que ilustran tres fenotipos cardíacos 

de restricción del crecimiento fetal: (a) alargado; (b) globular; y (c) hipertrófico[37]. 
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• Afectación metabólica 
 

El estado metabólico desfavorable, producto de la restricción de crecimiento 

intraútero es evidente en los niños, mucho antes de que se desarrollen las morbilidades, y que 

el patrón de crecimiento y aumento de peso después del nacimiento es un determinante clave 

del futuro estado de salud. 

Es  sabido que los individuos que han sufrido restricción de crecimiento presentan un 

riesgo considerablemente mayor de padecer diabetes mellitus de tipo 2,  síndrome 

metabólico, reducción persistente de la estatura y, posiblemente, los cambios en el patrón de 

la pubertad[39]. Las respuestas adaptativas dan lugar al desarrollo de un "fenotipo ahorrador" 

en el que se produce una disminución relativa del crecimiento corporal general y del 

crecimiento de órganos como el intestino y el hígado, mientras que se produce un ahorro 

diferencial en el crecimiento de órganos clave como el cerebro y el corazón. Al nacer, tienen 

bajas concentraciones de insulina y de factor de crecimiento similar a la insulina (IGF1). A las 

48 horas del nacimiento, son más sensibles a la insulina y tienen un alto nivel de ácidos grasos 

no esterificados en el plasma; a continuación, experimentan un periodo de crecimiento 

postnatal acelerado que se asocia a una mayor sensibilidad a la insulina. Este periodo 

temprano de mayor sensibilidad a la insulina y de crecimiento acelerado precede a la posterior 

aparición de la resistencia a la insulina en la vida adulta [40]. 

Se ha propuesto la programación a lo largo de la vida del eje hipotálamo-hipófisis-

suprarrenal como mecanismo para explicar la asociación entre los bebés con bajo peso al 

nacer y el posterior desarrollo de síndrome metabólico e hipertensión en la edad adulta.  

Un estudio sugiere que el aumento de los niveles de cortisol debido a alteraciones en 

la regulación del eje ACTH/glucocorticoide puede ser un mecanismo mediador[41]. De hecho, 

los bebés nacidos después de una exposición significativa a condiciones estresantes suelen 

tener peso bajo al nacimiento y tienen respuestas del eje HPA atenuadas a los factores 

estresantes en comparación con los bebés con peso adecuado para la edad gestacional. Estos 

hallazgos son coherentes con los modelos animales que muestran que las condiciones 

intrauterinas adversas pueden dar lugar a respuestas de cortisol atenuadas a factores 

estresantes agudos y pueden proporcionar un mecanismo de susceptibilidad a la enfermedad 

en la edad adulta para los individuos que son PEG al nacer [42]. 
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• Afectación neurológica 
 

Las consecuencias del neurodesarrollo de la RCF están relacionadas con la gravedad, 

el momento en que se inició durante el período prenatal y la edad gestacional en el momento 

del parto[43]. 

En el primer trimestre, las actividades individuales, como el tono y la respiración, se 

producen de forma aleatoria. Hacia las 20 semanas, surge la variación diurna de los patrones 

de movimiento fetal y de la frecuencia cardíaca, con una mayor actividad en la segunda mitad 

del día[44] y los ciclos de descanso-actividad se establecen entre las semanas 26 y 28 [45][46]. 

La reactividad de la frecuencia cardiaca fetal en respuesta al movimiento, plenamente 

establecida a las 32 semanas de gestación, permite correlacionar los patrones de frecuencia 

cardiaca con los estados de comportamiento. En este momento, también existe una 

integración del control conductual y cardiovascular que permite la modulación de los lechos 

vasculares individuales durante los diferentes estados conductuales[47][48]. Los factores que 

regulan esta maduración neuronal incluyen el suministro suficiente de nutrientes, así como 

las interacciones inmunológicas y endocrinas entre la placenta y el feto[49] . 

La RCF de inicio temprano se asocia a un retraso de los hitos del neurodesarrollo 

[50][51].El establecimiento del estado conductual y la reactividad del ritmo cardíaco pueden 

retrasarse hasta 4 semanas.  

Por el contrario, la RCF tardía se produce después del establecimiento de los estados 

conductuales y, por lo tanto, es más probable que dé lugar a una calidad de movimiento y 

transiciones de estado anormales[52][53][54]. 

Durante la hipoxia crónica prenatal, el flujo sanguíneo fetal se redirige de forma 

selectiva al cerebro, fenómeno conocido como “brain sparing”, para maximizar el suministro 

de oxígeno y nutrientes[55]. Aunque el mecanismo de preservación del cerebro se ha 

considerado inicialmente protector, varios estudios demuestran que los fetos con 

vasodilatación cerebral, diagnosticados mediante ecografía Doppler, tienen peores resultados 

en el desarrollo neurológico en comparación con aquellos que no presentan vasodilatación 

cerebral[56][57][58][59].Esto podría explicarse, debido a que en el caso de la redistribución 

del flujo sanguíneo, la mejora de la perfusión cerebral no es uniforme, sino que se dirige 

preferentemente a los ganglios basales, dejando otras áreas cerebrales desprovistas de 

Oxígeno, por ejemplo, el lóbulo frontal, favoreciendo una discapacidad neuroconductual [60]. 
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Otras alteraciones como la reducción del volumen cerebral total, del volumen y la 

estructura cortical, y del número total de células, así como, los déficits de mielinización han 

sido relacionadas directamente con la RCF. La conectividad cerebral también se ve afectada, 

lo que se evidencia en los déficits de migración neuronal, la reducción de los procesos 

dendríticos y las redes menos eficientes con la disminución de las conexiones de largo alcance.  

Todos estos cambios fueron demostrado gracias a los estudios de RMN postnatales, 

donde se observaron diferencias significativas en las medidas de la ínsula, cuerpo calloso, 

tronco de encéfalo y valores disminuidos del cociente N-acetil-aspartato/colina, valores 

aumentados del cociente colina/creatina y del myoinositol en fetos con alteración del flujo 

cerebral y bajo peso al nacer [61][62][63][64]. Tras estas alteraciones estructurales, se han 

descrito consecuencias funcionales a corto y largo plazo en niños en edad escolar, que 

incluyen con mayor frecuencia problemas en las habilidades motoras, la cognición, la memoria 

y disfunciones neuropsicológicas [65][66][67][68][69]. 

En un estudio donde se realizó un seguimiento neurológico de 83 lactantes de la misma 

cohorte a los 2 años de edad se observó que los resultados sobre el neurodesarrollo (escala 

de Bayley) fueron significativamente peores en los nacimientos con hipoperfusión placentaria 

(en relación con los lactantes PEG sin estos signos) para los 3 dominios de la escala de Bayley: 

cognitivo, lenguaje y motor[70].  

Por otro lado, otro estudio [71]demostró peores competencias neuroconductuales, en 

una cohorte de bebés PEG a término sin signos de insuficiencia placentaria, lo que sugiere un 

retraso en la maduración neurológica, aún en aquello en los que no se ha llegado alterar los 

parámetros de Doppler. 

El estudio DIGITAT encontró que el peso al nacer por debajo del percentil 3 es el factor 

predictivo más fuerte para el neurodesarrollo anormal en fetos nacidos entre las 36-41 

semanas. Concluyen que la conducta expectante podría deteriorar el peso al nacer y el 

neurodesarrollo a los 2 años de edad [72]. 

En un estudio muy reciente [73] que se ha realizado un seguimiento hasta los 6 años 

de edad, ha demostrado una mayor tasa de retraso en el neurodesarrollo (57,1%) en fetos con 

restricción de crecimiento concretamente en las habilidades motoras y comunicativas. Las 

habilidades cognitivas se han conservado en la mayoría de los casos, con una baja tasa de 

retraso (17,1%). La edad gestacional en el momento del parto, el percentil de ACM se ha 

asociado con el cociente de desarrollo global, de forma que una mayor edad gestacional en el 

momento del parto y un mayor percentil de ACM se relacionan con mejores cocientes. 
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Lo cierto es que, a pesar de todos los estudios que demuestran afectación del 

neurodesarrollo  se ha observado mucha  heterogeneidad entre los resultados. Esto puede ser 

debido a  la gran variedad tanto de pruebas específicas como de edades de evaluación, y a la 

falta de control de los factores de confusión. 

Desde el punto de vista clínico, dada la alta prevalencia de fetos pequeños de aparición 

tardía y su impacto en el neurodesarrollo, la detección temprana mediante marcadores 

prenatales de aquellos fetos pequeños con mayor riesgo de un neurodesarrollo subóptimo es 

un objetivo crítico para poner en marcha estrategias como la planificación del parto, la 

promoción de la lactancia materna y las intervenciones educativas tempranas. 
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1.7. EPIGENÉTICA Y MECANISMOS EPIGENÉTICOS 
 

 

La "epigenética" se refiere al estudio de las modificaciones que afectan directamente 

a la expresión de los genes, sin cambiar la secuencia del ADN y que son consecuencia de la 

exposición a factores medioambientales [74]. 

Las modificaciones epigenéticas del ADN inducidas por el desarrollo suelen ser estables 

durante las divisiones celulares mitóticas que continúan durante toda la vida. 

Se han descritos tres principales mecanismos epigenéticos: metilación del ADN, 

modificación de las histonas y microRNAs. A lo largo de  los últimos años han sido objeto 

estudio debido a que se observó que algunas de estas  modificaciones epigenéticas son 

transmisibles, como lo son algunos patrones de metilación, de una generación a otra mientras 

que otras no [74]. Por otro lado, las modificaciones epigenéticas  pueden ser moduladas por 

numerosas condiciones fisiológicas, patológicas y ambientales. 

 

 Metilación del ADN 

La metilación del ADN consiste en la adición de grupos metilo al carbono 5 ’en los 

lugares de unión a la base Citosina en los dinucleótidos CpG del ADN y usualmente se asocia 

con silenciamiento genético[75]. Las regiones metiladas sufren una condensación del ADN 

conducente al silenciamiento de los genes en ellas incluidos, mientras que las no metiladas 

son accesibles a los factores y enzimas de transcripción, quedando en condiciones de 

expresión [75]. 

 Modificación de las histonas 

Dentro de un nucleosoma, cada una de las histonas, altamente conservadas, contiene 

un dominio globular estructurado, que interactúa con las otras histonas y el ADN. Al igual que 

el ADN, las histonas también pueden recibir radicales metílicos, a lo que se unen otras 

modificaciones (metilación, acetilación, fosforilación, ubiquitinación, biotinilación, 

sumoilación e isomerización de la prolina),éstas alteran la estructura de los nucleosomas, 

contribuyendo a una mayor o menor compactación de la cromatina, permitiendo así, el acceso 

o no de los factores y/o enzimas de transcripción necesarios para la expresión genética 
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[75].Por ejemplo, los residuos de histona pueden modificarse de manera que promuevan la 

transcripción o el silenciamiento, como en el caso de H3K9, que puede ser trimetilado (para 

promover la represión génica) o acetilado (para promover la transcripción activa).Debido a 

que las distintas modificaciones de las histonas se correlacionan con estados transcripcionales 

específicos, se ha desarrollado la hipótesis de código histona. Esto sugiere que los patrones 

específicos de modificaciones se leerían como un código de barras molecular para reclutar la 

maquinaria celular que produce un estado distinto de la cromatina[76]. 

 Sistema de ARN no codificante 

Los  ARN no codificante (ARNnc) son una familia de ARN que no codifican proteínas 

funcionales, pero que participan en mecanismos reguladores y de mantenimiento 

fundamentales[77].Los ARNnc se dividen en dos categorías principales, basadas en el tamaño:  

 ARNs no codificantes de cadena corta (sncRNAs, incluyendo siRNAs, miRNAs, y piRNAs) 

cuando son más cortos de 200 nucleótidos; 

 ARN no codificantes de cadena larga (lncRNAs, incluyendo lincRNAs, ilncRNAs, y 

eRNAs) cuando son más largos de 200 nucleótidos.  

Muchos de estos transcritos son necesarios para la correcta orientación de los 

complejos modificadores de las histonas o participan en el proceso de metilación del ADN y 

en la impronta genómica. Los miRNAs constituyen una clase dominante de pequeños ARNs en 

la mayoría de los tejidos somáticos. 

Se trata de  pequeños transcritos no codificantes (de 19 a 25 nucleótidos de longitud), 

cuya principal función es la de regular la expresión génica uniéndose a los ARNm diana, 

dirigiéndolos a la degradación o evitando su traducción[78]. 

Se han descrito más de 1.000 micro-ARN, que se codifican en las regiones intergénicas 

o en los exones o intrones de genes codificantes de proteínas.  
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1.8. BIOGENESIS DE MIRNAS 

 

La biogénesis de los miRNAs representa una serie de procesos secuenciales para 

generar miRNAs maduros.El mi-ARN se sintetiza como un largo transcrito en el núcleo por la 

ARN polimerasa II o III generándose miRNA primarios (pri-miRNA), que forman una  estructura 

secundaria de 50-120 nt en forma de horquilla. Estos pri-miRNAs se escinden dentro del 

núcleo por un complejo multiproteico denominado DCRC8 (Drosha and DiGeorge síndrome 

critical región gene 8) también llamado Pasha, dando lugar al pre-miRNA que es exportado 

desde el núcleo al citoplasma por la Exportina-5. En el citoplasma, el Dicer (una ribonucleasa 

miembro de la familia de las ARNasaIII) escinde el bucle pre-miRNA en forma de horquilla en 

dos mi-RNA (miRNA dúplex) de los cuales solo formara un miRNA maduro. Este es incorporado 

mediante la función de la proteína Argonaute2 (Ago2) en el complejo RISC (RNA induced 

silencing complex) donde mediante la participación de diversas proteínas TRBP (TAR RNA 

binding protein), Ago2,  GW182, y FMRP (fragile mental retardation protein) guían estos 

complejos formados hacia ARNm específicos utilizando un emparejamiento de bases 

imperfecto con el fin de regular a la baja su expresión mediante la desestabilización del ARNm 

o la represión de la traducción[79][80]. La transcripción es controlada mediante factores que 

regulan la producción de pri-microRNAs, que a su vez son específicos del tipo celular, del 

proceso de desarrollo en que se encuentren las células y de la respuesta de las células a 

diferentes estímulos externos[81].La biogénesis de los miRNA está regulada a múltiples 

niveles, entre ellos el de la transcripción de los miRNA; su procesamiento por Drosha y Dicer 

en el núcleo y el citoplasma, respectivamente; su modificación mediante la edición del ARN, 

la metilación del ARN, la uridilación y la adenilación; la carga de Argonautas; y la 

descomposición del ARN. También están surgiendo vías no canónicas para la biogénesis de 

miRNA, incluidas las que son independientes de Drosha o Dicer [79] (Figura 3). 
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Figura 3. Biogénesis de micro-RNA[82]  

 

 

1.9 DETECCIÓN DE MIRNAS  

Con el creciente interés por los perfiles de miRNA como herramienta de diagnóstico y 

pronóstico, se han desarrollado varias tecnologías para evaluar y cuantificar la expresión de 

miRNA. Los métodos actuales de detección de miRNA incluyen la clonación, la hibridación in 

situ, la micromatriz, la citometría de flujo con perlas, el Northern Blotting, la secuenciación de 

nueva generación y la PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)[78]. Los métodos de 

detección como la qRT-PCR y el microarray dependen de la suposición de que los métodos de 

extracción aíslan todos los miRNA por igual. 

Hay varios retos que deben tenerse en cuenta cuando se pretende elaborar perfiles de 

miRNA[78][83]. Por ejemplo,  los miRNAs representan < 1% de la masa total de ARN y deben 

ser detectados selectivamente [84]. 

Una de las técnicas más convencionales para la detección de miRNA es el Northern 

Blotting. El Northern Blotting se ha utilizado para la identificación inicial de miRNAs[85]. 

La técnica incluye una separación electroforética por desnaturalización con gel de 

urea-poliacrilamida y una transferencia a una membrana de nylon cargada positivamente. El 

miRNA se hibrida con sondas marcadas que permiten la adquisición de miRNA mediante 

imágenes. Varios inconvenientes han limitado el uso del Northern Blotting para el perfilado 

de miRNAs, incluyendo las preocupaciones de seguridad planteadas por el uso de 
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radioisótopos, la baja sensibilidad, el bajo rendimiento y la alta entrada de ARN requerida (del 

orden de decenas de ug/muestra). 

Las tecnologías más utilizadas para el perfilado de mirRNA incluyen la qPCR, los 

microarrays y la secuenciación de ARN[86]. La qPCR es quizás el estándar de oro para la 

detección de miRNAs, ya que es rentable, de alto rendimiento y específica [29].  

La introducción de las plataformas de secuenciación de nueva generación ha permitido 

utilizar un enfoque adicional cuando se pretende elaborar perfiles de miRNA, la secuenciación 

de ARN (RNA-seq).  

Se prepara una biblioteca de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN pequeños, 

seguida de una secuenciación paralela masiva de las moléculas de ADNc. El análisis 

bioinformático puede proporcionar información cualitativa y cuantitativa de los miRNA 

mediante un enfoque digital. 

La mayor ventaja de esta tecnología es que permite la identificación de miRNAs ya 

descritos así como de nuevos, por lo que puede aplicarse para el descubrimiento de miRNAs 

[87]. Cabe destacar que la RNA-seq permite la identificación precisa de las secuencias de 

miRNA y puede discriminar entre variantes que difieren por un solo nucleótido[78]. 

Algunas de las principales limitaciones de RNA-seq para la detección de miRNAs 

incluyen el coste relativamente alto y la complejidad que conlleva el análisis asociado de la 

gran cantidad de datos que produce. No obstante, estos inconvenientes se están afrontando 

a medida que la tecnología madura y las infraestructuras bioinformáticas se hacen más 

comunes[88]. 
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1.10 PREDICCIÓN DE DIANAS 

 

El desarrollo de miRNAs para fines clínicos-terapéuticos requiere el conocimiento de 

sus dianas específicas, aunque este campo de investigación está todavía en sus inicios. La 

correlación de la expresión de los miRNA con la diana de los ARNm se ve dificultada por la 

naturaleza de los miRNA. 

La validación de las dianas de los miRNA se ve dificultada por el hecho de que la 

alteración de una vía rara vez depende de un solo miRNA, por lo que es difícil definir las 

funciones de los miRNA in vivo.  

  

 Análisis funcional 

En la actualidad, existen varias bases de datos en línea que proporcionan información 

relacionada con los miRNAs, incluyendo índices de miRNAs conocidos, secuencias validadas 

experimentalmente, localizaciones genómicas y expresión de transcripciones de miRNAs en 

líneas celulares y tejidos. En ellas se registran las anotaciones funcionales entre las que 

podemos encontrar las siguientes: 

 Bases de datos que contienen información relativa sobre miRNAs: miR-Base[89], 

TargetScan Predicted y Conserved Targets[90]. 

 

 Gene Ontology [91] que contiene anotaciones como los procesos biológicos, 

funciones moleculares o componentes celulares que caracterizan a grupos de genes. 

 

 KEGG [92] presenta redes de interacciones moleculares. 

 

El número de miRNAs publicados no deja de crecer, principalmente por el incremento 

de la capacidad de análisis que supusieron los experimentos de secuenciación masiva de 

pequeños RNAs. Actualmente para cada entrada de una secuencia perteneciente a un miRNA 

miRBase ofrece las referencias principales que describen el descubrimiento, enlaces a las 

principales fuentes de evidencia que avalan la anotación de dicho miRNA, así ́como enlaces a 

las bases de datos de las dianas tanto predichas como validadas para dichos miRNAs. 

Para combinar los resultados genómicos procedentes de los experimentos y la 

información biológica de las bases de datos, se necesitan metodologías para la caracterización 
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funcional de los resultados de estos análisis, haciendo uso de la información suministrada por 

las bases de datos. 

El caso más sencillo de caracterización funcional sería una descripción de las funciones 

asociadas a un grupo de genes u otras unidades biológicas. Así por ejemplo, tras consultar 

alguna base de datos biológicos de interés, resultaría útil conocer las funcionalidades de un 

grupo de genes que están diferencialmente expresados, sin embargo esta descripción puede 

ser coincidente con la totalidad de genes que integran el genoma.  

    

1.11 ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO 

 

El análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) es un método 

computacional que determina si un conjunto de genes definido a priori muestra diferencias 

estadísticamente significativas y concordantes entre dos estados biológicos[93]. 

Los análisis de enriquecimiento Incluyen dos etapas:  

Etapa 1: se selecciona un grupo de genes (u otras unidades biológicas), considerando 

algún criterio de interés para el investigador (nivel de expresión diferencial de miRNAs, genes 

que incluyan mutaciones asociadas a una enfermedad, genes donde se han detectado 

regiones metiladas, etc)[94]. 

Etapa 2: las funciones anotadas a estos genes se comparan contra las funciones 

anotadas a un grupo de genes de referencia (por ejemplo el genoma). 

Para cada función, se evaluará estadísticamente (prueba chi-cuadrado, test exacto de 

Fisher) la proporción de genes con la anotación a esta función en cada una de las dos listas. 

De este modo será ́posible detectar una sobrerrepresentación significativa en alguna de las 

listas, es decir, ese grupo de genes estará ́enriquecido con la función valorada[94]. 

Esta tarea se lleva a cabo consultando grandes bases de datos, conocidas como 

ontologías, las cuales almacenan información biológica funcional a nivel de genes. Cada 

ontología codifica dicha información en conjuntos de genes, cada uno, asociado a una función, 

localización, enfermedad particular. Cada conjunto de genes tiene un nombre o descripción 

del evento, y los genes específicos que se sabe interactúan para llevar a cabo ese evento. 

 

Las Ontologías son especialmente útiles para identificar qué tienen en común un 

conjunto de genes identificados como: 

- Genes diferencialmente expresados entre dos o más condiciones. 
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- Genes diferencialmente afectados por marcas epigenéticas (ej. estado de la cromatina y 

metilación del promotor/potenciador). 

- Genes o proteínas implicados en procesos patológicos. 

 

Gene Ontology (GO)  se trata de una gran base de datos bioinformática que tiene como 

objetivo  estandarizar la representación de los genes y los atributos de sus productos génicos 

de todas las especies. El proyecto proporciona un vocabulario controlado de términos y 

anotaciones de productos génicos[95]. 

El sistema de términos está unificado y es consistente, de manera que cada término 

aparece solo una vez y se utiliza un diccionario de palabras permitidas, independiente de la 

especie. 

Los términos están relacionados unos con otros de manera jerárquica, desde términos 

más generales hacia términos más específicos. 

Por ejemplo: 

Proceso biológico  -—— Eventos celulares a los que contribuye el producto génico. 

Función molecular ——- Descripción bioquímica del producto génico. 

Componente celular——Localización o complejos de los que forma parte el gene o su 

producto génico[95].  

 

KEGG es un conjunto de base de datos diseñadas para facilitar la comprensión de 

sistemas biológicos (células, organismos o ecosistemas) a nivel molecular, reuniendo 

información procedentes de datos de secuenciación y otras tecnologías experimentales de 

alto rendimiento. 

La ontología provista por el KEGG [92] contiene, para cada término o vía metabólica, 

además de los genes que lo influencian, un diagrama visual que representa el conocimiento 

experimental sobre el mismo y varias otras funciones que interactúan. Cada diagrama 

contiene una red de interacciones y reacciones moleculares y está diseñado para vincular los 

genes del genoma con los productos génicos (principalmente proteínas) de la vía. Esto ha 

permitido examinar qué vías y funciones asociadas, es probable que estén codificadas en el 

genoma. 
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1.12  MIRNAS Y EMBARAZO 

En los últimos años, la regulación de los miRNAs se ha estudiado ampliamente por su 

papel en los procesos biológicos, así como en el desarrollo y la progresión de varias 

enfermedades humanas[96], incluyendo trastornos de la retina[97], enfermedades 

neurodegenerativas[98], enfermedades cardiovasculares[99], cáncer[100] y trastornos 

asociados al embarazo como la preeclampsia [101] y la restricción de crecimiento[102] [103].  

El grupo de miRNA C19MC es un grupo de microARN formado por 46 genes. Estos 46 

genes codifican 59 miARN maduros[113][114]. Los miRNAs C19MC se expresan casi 

exclusivamente en la placenta, más precisamente en los trofoblastos. [115][116]. 

Se ha descrito que la expresión de miRNAs C19MC aumenta desde el primer al tercer 

trimestre del embarazo en condiciones normales [117]. Curiosamente, el C19MC se expresa 

desde el cromosoma paterno, mientras que el C14MC, otro gran grupo de miRNAs localizado 

en el locus del cromosoma 14q32, se expresa desde el cromosoma materno[119][120]. 

Este último contiene 52 miRNAs, y diferentes estudios han demostrado la importancia 

de C14MC en la placentación. 

Recientemente se ha estudiado activamente el papel de los miRNAs como 

moduladores epigenéticos de un importante número de procesos biológicos, incluidos los 

asociados a la regulación del desarrollo normal de la placenta y su disfunción. Hasta ahora, se 

ha descubierto que más de 500 miRNAs se expresan en la placenta humana[104] 

En este sentido, se han identificado clases enteras de miRNAs funcionalmente 

específicos, en particular, y los miRNAs asociados al estrés oxidativo[105].  

La sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y, en consecuencia, el 

estrés oxidativo (SO) incontrolado pueden desempeñar un papel central en los trastornos de 

la hemodinámica fetal y el posterior desarrollo de resultados perinatales adversos en los 

recién nacidos con restricción del crecimiento fetal.  

Algunos de los miRNAs asociados con el SO y la disfunción endotelial fueron miR-27a-

3p, miR-30b-5p, miR-125b-5p, miR-221-3p, miR-451a y miR-574-3p [106] 

La hipoxia regula a la baja miRNAs específicos, sobreexpresando el factor inducible de 

hipoxia (HIF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y promoviendo la 

angiogénesis[107]. 

En la hipoxia temprana, la regulación a la baja de los miRNAs, contribuye a la 

acumulación de HIF-1, mientras que en la hipoxia crónica la expresión de los miRNAs se 
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modifica para mantener la función de HIF-1 baja y los niveles de HIF-2 y HIF-3 elevados.  Por 

lo tanto, los miRNAs tienen la capacidad de gobernar el cambio hipóxico de 

HIF[108][107][109].Aunque el mecanismo global de la regulación a la baja de los miRNAs 

durante la hipoxia sigue siendo desconocido, uno de los mecanismos descriptos ha sido la 

inhibición de la proteína DICER[110], una ribonucleasa monomérica crucial para la biogénesis 

de los miRNAs. Bajo hipoxia su expresión disminuye, por lo que la síntesis de miRNAs 

inhibidores disminuye y la expresión de VEGF y la angiogénesis aumentan. Por lo tanto, la vía 

de los miRNAs está funcionalmente integrada en la respuesta celular a la hipoxia modulando 

la expresión de HIFs, VEGF y el receptor de VEGF (VEGFR).  

La expresión de miRNA-210, miRNA-21, miRNA-199ª, miRNA-373, miRNA-424 y 

miRNA-20b está alterada en fetos con hipoxia aguda y crónica[102][111].  

Por otro lado, también se han descrito patrones diferenciados con infra expresión de 

miRNAs típicamente placentarios en tejido placentario en fetos con restricción de crecimiento 

,como los  hsa-miR-518b, hsa-miR-1323, hsa-miR-516b, hsa-miR-515-5p, hsa-miR-520h, hsa-

miR-519d, and hsa-miR-526b [112].  

Varios estudios han descripto la expresión de este grupo de miRNAs en preeclampsia. 

Hromadnikova et al [118]mostraron un aumento en la expresión, más específicamente miR-

517-5p, miR-518b y miR-520h en mujeres con preeclampsia frente a mujeres con embarazo 

normal. Zhang et al. demostraron que un miembro del C19MC, miR-515-5p, se dirige e inhibe 

la expresión de Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A Member 1 (CYP19A1) y el factor de 

transcripción específico de corion (GCM1), entre otros genes importantes en la diferenciación 

del trofoblasto [101]. Además, Xie et al. demostraron que los miRNAs C19MC juegan un papel 

inhibidor en la migración del trofoblasto[115]. Probablemente, el aumento de estos últimos 

está desregulado y puede inducir una inhibición descontrolada de la migración de los 

trofoblastos.  

Lo cierto es que existe mucha heterogenidad en los estudios que describen miRNAS 

desregulados en patologías del embarazo. Esto puede ser debido a que  cada paciente 

presenta diferentes factores predisponentes y diferentes tipos o gravedad de la patología, lo 

que podría ser la posible razón de la regulación inconsistente de ciertos miRNAs durante la 

patogénesis de éstas enfermedades. 
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 miRNA y función cerebral 

 El desarrollo y la homeostasis del cerebro consisten en una serie de acontecimientos 

coordinados que dependen del control preciso de la expresión génica. Las células madre 

neurales (NSC) representan una población de células madre autorrenovables que es esencial 

para el correcto desarrollo del sistema nervioso central (SNC), así como para la neurogénesis 

adulta[122][123]. Durante el desarrollo, las NSC primarias se diferencian directamente en 

neuronas tempranas. Con la transición del tejido nervioso de una a varias capas, se genera 

una nueva población de NSC que da lugar a las células progenitoras neurales (NPC) que 

contribuyen a la mayoría de las neuronas del cerebro. En las etapas posteriores del desarrollo, 

las NSC también generan precursores gliales, células progenitoras de astrocitos y células 

progenitoras de oligodendrocitos (OPC) que se diferencian en astrocitos y oligodendrocitos, 

respectivamente[124] . 

En el cerebro adulto, la mayoría de las NSC, que se encuentran en los dos nichos 

neurogénicos, la zona subgranular del giro dentado del hipocampo y la zona subventricular 

del ventrículo lateral, participan en la neurogénesis adulta. La generación tanto de nuevas 

neuronas como de células gliales en el cerebro adulto contribuye a la plasticidad neuronal y, 

en cierta medida, a la reparación neuronal[125].Además, cada vez hay más pruebas que 

indican que el deterioro de la neurogénesis adulta se asocia con algunas enfermedades 

neurodegenerativas (EN), incluyendo la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de 

Alzheimer (EA) y la enfermedad de Huntington (EH)[126][127]. 

Diversos reguladores de la transcripción, entre ellos las proteínas SOX, desempeñan 

importantes funciones durante el desarrollo y la homeostasis del cerebro, empezando por el 

mantenimiento del tallo, la decisión del destino celular, la coordinación de las fases iniciales 

de diferenciación hasta la generación de neuronas maduras, astrocitos y oligodendrocitos 

mielinizantes[128]. Las proteínas reguladoras de SOX muestran propiedades tanto de los 

factores de transcripción (TF) clásicos como de los componentes arquitectónicos de la 

cromatina. 

Tanto los genes SOX como los miRNAs son componentes reguladores cruciales en la 

neurogénesis y la plasticidad cerebral que afectan a procesos similares[129][127]. Alrededor 

del 70% de todos los miRNAs están altamente expresados en el SNC [130] y se revelan amplios 

cambios en la expresión tanto de los genes SOX como de los miRNAs durante el desarrollo del 

cerebro[131][128]. Algunos de los genes SOX y miRNAs tienen una expresión específica para 

la edad[132] y para el género[133] en el cerebro. Los miRNAs y los genes SOX ya son 
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reconocidos como nuevos biomarcadores de diagnóstico y pronóstico, así como posibles 

dianas terapéuticas para diversas patologías[134] .Mucha de la actividad de los miRNA que 

participan en la función cerebral se localiza en las espinas de las dendritas y en las proteínas 

que forman las densidades postsinapticas, que son un complejo de proteínas entrelazadas con 

numerosas funciones, que van desde el anclaje y movimiento de receptores de 

neurotransmisores de la membrana plasmática, hasta el anclaje de varias proteínas 

reguladoras de la actividad de estos receptores. También parecen tener mucha relación con 

unos orgánulos llamados processing bodies (P-Bodies) donde los miRNA pueden tener 

actividad y donde existe mRNA detenido en su traducción a proteína. Los miRNA se han 

implicado en la fisiopatología de diversas enfermedades psiquiátricas (síndrome de Rett, 

síndrome X frágil, depresión, drogadicción, esquizofrenia, alcoholismo) [95][135][136]. 

Uno de los miRNAs fuertemente estudiado por su rol en el desarrollo neuronal es el 

miR-132 cuyo papel principal es la regulación de la diferenciación, maduración y 

funcionamiento neuronal, y participa en el crecimiento de los axones, la migración neuronal y 

la plasticidad[137]. La disfunción de miR-132 se produce ampliamente en el desarrollo 

neuronal, las enfermedades neurodegenerativas y los trastornos psicológicos y mentales. 

Además de la proliferación y la diferenciación celular, miR-132 también está implicado en el 

proceso de modulación de la función neuronal e inmunitaria específica.  

Remenyi y sus colegas descubrieron que en los modelos de ratón de miR-132/212, 

miR-132 podía afectar a la transmisión sináptica y la plasticidad de la corteza [138]. El miRNA 

132 es quizá el microRNA más prometedor de cara a valorar un miRNA que nos detecte el 

daño cerebral, pues se ha relacionado de manera muy significativa con la formación dendrítica 

durante el aprendizaje[139] .Su expresión se relaciona además con la densidad espinal. Puede 

detectarse en tejido in vitro pero también en suero in vivo lo que abre la posibilidad de 

detección en sangre fetal y materna[140][141] . 

 

Con esta introducción proporcionamos un marco general con los conceptos más 

importantes que serán necesarios para la comprensión de este trabajo. 
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HIPOTESIS DEL TRABAJO 
 
 

 

La presencia de un marcador específico (miRNA) de alteración del desarrollo cerebral 

fetal en sangre materna en mujeres embarazadas diagnosticadas con restricción de 

crecimiento  intrauterino tardío permitiría diferenciar aquellos fetos con mayor riesgo de 

presentar alteraciones en el neurodesarrollo postnatalmente, y de esta forma, permitirá 

individualizar las conductas a seguir en cada caso y mejorar la estrategia terapéutica. 
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OBJETIVOS 
 

 
Objetivo principal: 

• Detección de marcadores biológicos (miRNA) de daño neurológico fetal en sangre materna 

con el objetivo de evaluar el óptimo desarrollo de la neurogénesis fetal.  

Objetivos secundarios: 

 

• Identificación de miRNAs relacionados con la restricción tardía de crecimiento y comprender 

el patrón de expresión génica que se produce en esta entidad. 

 

• Establecer una red de interacción y análisis funcional de los miRNAs seleccionados 

 

• Correlacionar los miRNAs hallados con los parámetros clínicos y ecográficos 
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4.1 CARACTERÍSTICAS DEL ESTUDIO 

TIPO DE ESTUDIO 

Se trata de un estudio observacional prospectivo donde se compararon dos cohortes 

de estudio: RCF tardío y crecimiento normal  

      

POBLACIÓN DE ESTUDIO 

 RCF tardío: pacientes embarazadas con diagnóstico restricción de crecimiento 

intrauterino tardío: 

> 32 semanas de edad gestacional + siguientes criterios ecográficos:  

-peso fetal estimado por debajo del percentil 3 o; 

-peso fetal estimado menor al percentil 10 con alteraciones hemodinámicas 

evidenciadas con  Doppler color: (IP AUmb >percentil 95, IP ACM < percentil 5; CPR < percentil 

5) 

 Crecimiento normal: pacientes embarazadas  con crecimiento fetal  normal: 

-PFE > percentil 10 

-sin alteraciones hemodinámicas en el Doppler color (IP Aumb < percentil 95, IP ACM 

> percentil 5; CPR > percentil 5) 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

-Pacientes embarazadas mayores de 18 años de edad con datación correcta de la edad 

gestacional en primer trimestre. 

-Sin comorbilidades ( enfermedades autoinmunes) 

-Consentimiento informado por escrito. 

-Casos: pacientes con diagnóstico de restricción de crecimiento tardío. 

-Controles: pacientes con embarazos con feto adecuado para la edad gestacional ( crecimiento 

normal). 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

-Pacientes embarazos múltiples 

-Pacientes con embarazos complicados por anomalías fetales congénitas o aneuploidías. 

-Pacientes con otras comorbilidades 
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4.2 METODOLOGÍA 

4.2. A RECLUTAMIENTO DE PACIENTES 

El estudio de investigación se llevó a cabo en el servicio de Obstetricia del Hospital 

Universitario y Politécnico La Fe entre 2019-2022. 

Las pacientes fueron reclutadas en el área de consultas externas de Obstetricia, donde 

se realizó la selección de las pacientes en dos grupos: casos y controles (descriptos 

anteriormente). 

Estos fetos fueron sometidos a una ecografía entre las semanas 36 y 40 que incluía la 

biometría y el cálculo de la PFE, además de una evaluación Doppler de los índices de 

pulsatilidad (IP) de la arteria umbilical (AU) y la arteria cerebral media (ACM) y el cociente 

cerebro-placentario (CPR), o también llamado índice cerebro-placentario (ICP) 

La AU y la ACM se examinaron mediante ecografía Doppler en color y pulsada durante 

la quiescencia fetal, en ausencia de taquicardia fetal, y manteniendo el ángulo de insonación 

respecto a los vasos examinados por debajo de 30°[142][143] y el CPR se calculó como el 

cociente simple entre el IP de la ACM y el IP de la AU[144] . 

Para ajustar el efecto de la edad gestacional (EG), el peso fetal estimado (PFE) y el peso 

al nacer (PNA), los valores se convirtieron en centiles de referencia locales[145] ajustados sólo 

por el sexo del feto. Asimismo, los valores de CPR se convirtieron en múltiplos de la mediana 

(MoM), dividiendo cada valor por el centil 50 en cada EG [142]. 

Las medianas del CPR (centil 50) se representaron mediante la  siguiente ecuación, 

donde "EG" era la edad gestacional en semanas con decimales. 

ICP 50º centil = -3,814786276 + 0,36363249 × EG - 0,005646672 × EG2, 

Todos los exámenes Doppler fueron realizados utilizando ecógrafos General Electric 

Voluson® (E8/E6/730) (General Electric Healthcare, España) con sondas convexas de 2 a 8-

MHz. 

La edad gestacional se determinó en función de la longitud cráneo-caudal en el primer 

trimestre. Los datos correspondientes a la historia clínica, como la paridad, el número de 

gestaciones y el origen étnico, la edad, el peso y la estatura de la madre se recogieron en el 
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momento de la examinación, junto con los parámetros ecográficos indicados.  

También se recogieron en el momento del nacimiento los datos (figura 4) de los 

resultados del parto, como el peso al nacimiento (PNA), el percentil de PNA, la puntuación de 

Apgar a los 5 minutos, el pH arterial del cordón umbilical y la fecha de ingreso en la unidad de 

cuidados neonatales. 

Una vez identificadas las pacientes se realizó un seguimiento hasta el momento del 

parto con el objetivo de recolectar las muestras de sangre de la madre e hijo. 

Todos los bebés nacieron en un plazo de 15 días o menos después de la exploración, y sólo se 

incluyó en el análisis el último examen por feto. 

Figura 4. Datos recolectados en cada paciente 

  

• Datos recolectados de historia clínica materna: 

-  Edad materna 

- Gestas y paras 

- Origen étnico 

- Fumador si/no 

- Peso antes del embarazo 

- Altura 

- Índice de masa corporal (IMC) 

- Patologías relacionadas con el embarazo 

(diabetes gestacional, preeclampsia, hipertensión 

gestacional, eclampsia, colestasis intrahepatica, 

hipotiroidismo gestacional) 

 

• Datos de la ecografía Doppler   color:  

 -  Fecha de la exploración 

-  Diámetro bi- parietal (DBP) 

-  Perímetro cefálico (PC) 

-  Perímetro abdominal (PA) 

-  Longitud de fémur (LF) 

-  Peso fetal estimado (PFE) en gramos 

-  IP Arteria Umbilical 

- IP ACM 

- ICP 

- Índice de líquido amniótico 

• Datos del parto: 

- Edad gestacional al parto 

- Tipo de parto ( vaginal/cesárea) 

- Comienzo de parto ( espontáneo/inducido) 

- Peso al nacer 

- APGAR 

- pH venoso y arterial 

-
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4.2. B  RECOLECCIÓN DE MUESTRAS 

Luego del nacimiento, las muestras de plasma de la vena umbilical fetal y de la 

sangre periférica materna se recogieron en tubos con EDTA. 

Una vez recogida las muestras se procedió a centrifugarlas a 3000-3500 rpm durante 

10-15 minutos en una centrifugadora Eppendorm S7002, dentro de las primeras 5 horas de su 

recogida, con el fin de obtener el plasma. 

Tras ser identificadas con sus etiquetas correspondientes  se almacenaron a -80ºC en 

un congelador de Nitrógeno Thermo que se encuentra en el Instituto de Investigación 

Sanitaria la Fe hasta la extracción de miRNAs. 

Las muestras fueron enviadas en diferentes tandas, a medida que se iban recolectando 

un mayor número de las mismas, al laboratorio Epidisease, con sus correspondientes códigos 

con el fin de mantener anónimos los datos de cada paciente para su posterior control de 

calidad y análisis. 

El primer paso una vez llegadas al laboratorio fue la inspección visual de las mismas.  

Si bien el proceso de recolección de las muestras fue igual para todas, una parte de ellas 

habían presentado a la inspección visual hemólisis y no pasaron el control de calidad. 

 

4.2. C  EXTRACCIÓN DE MIRNAS 

 

En primer lugar el análisis comenzó con el análisis de las muestras de cordón umbilical. 

Se utilizaron 500 μL de plasma sanguíneo fetal para aislar el ARN total libre de células (in- 

cluyendo miRNAs) utilizando el kit miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, Valencia, CA, USA) 

siguiendo el protocolo del fabricante. Este kit se basa en una extracción orgánica seguida de 

una extracción en fase sólida mediante la inmovilización del RNA en filtros de fibra de vidrio 

para purificar el RNA total sin perder los RNAs pequeños.  

El ARN se eluyó con 25 μL de agua libre de RNasa. La concentración de ARN total libre 

de células (incluidos los miRNA) se cuantificó con el espectrofotómetro UV NanoDrop ND 2000 

(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EE.UU.). 
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4.2. D PREPARACIÓN DE LA BIBLIOTECA Y NGS 

 

Las bibliotecas de ARN pequeño se generaron e indexaron utilizando un protocolo de 

ARN pequeño Illumina TruSeq modificado. En este protocolo modificado, las bibliotecas se 

seleccionaron por tamaño (rango 90-170 pb) utilizando un instrumento Blue Pippin (Sage 

Science, Beverly, MA, EE.UU.). Se incluyó un control de ARN positivo (Thermo Fisher Scientific 

Human Brain Total RNA, catálogo #AM7962). La secuenciación de extremo único se llevó a 

cabo en una plataforma Illumina NextSeq en una tirada de alto rendimiento de 1 × 50 pb (kit 

NextSeq 500/550 High-Output v2 de 75 ciclos, FC- 404-2005). 

 

4.2. E ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL 

 
El primer paso fue evaluar la calidad de las secuencias en bruto de Illumina con el 

software FastQC (https: //www.bioinformatics. babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Basándose 

en los resultados obtenidos, las lecturas de la secuencia se recortaron para eliminar los 

adaptadores de secuenciación y las bases de baja calidad utilizando el software Cutadapt 

(http://cut- adapt.readthedocs.org/en/stable/).  

Una vez que los datos se consideraron de calidad suficiente, se compararon con la 

secuencia de referencia humana GRCh38, tomada de Ensembl. A continuación, se realizó una 

interpretación entre la posición alineada de las lecturas y las coordenadas del miRNA tomadas 

de miRBase v21. Los pasos de alineación y cuantificación se realizaron utilizando los paquetes 

Subread y Rsubread[146][147]. 

Se utilizó un gráfico de escalado multidimensional para ver más de cerca cómo se 

distribuían las muestras según los valores de expresión de miRNA. Los miRNA con recuentos 

muy bajos en todas las bibliotecas muestran poca evidencia de expresión diferencial. 

Filtramos estos miRNAs antes de continuar con el análisis.  

Posteriormente, se realizó el método de normalización de la media recortada de los 

valores M (normalización TMM)[148] para eliminar los sesgos de composición entre las 

bibliotecas. También estimamos las dispersiones específicas por gen con una distribución 

binomial negativa[149][150]. 
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4.2. F   VALIDACIÓN DE MIRNAS POR PCR 

 

Se analizaron los cambios de expresión de los miRNAs significativamente diferenciados 

entre casos y controles.  

Una vez purificados los miRNAs, se procedió a su retrotranscripción. Estos protocolos 

constan de un primer paso de extensión específica de los miRNA, a partir del cual y utilizando 

cebadores con un fragmento universal y uno específico de cada uno de los miRNAs a detectar 

se consigue obtener cDNA. Para este paso, se utilizó una retrotranscriptasa y un tampón con 

los reactivos necesarios para la reacción proporcionados por el kit. 

La retrotranscripción se produce a partir de un cebador Stem-loop con una secuencia 

universal que contiene los últimos 6 nucleótidos complementarios al extremo 3’ del miRNA 

específico. 

A partir de este cDNA y utilizando cebadores específicos para cada uno de los miRNAs 

de interés y un cebador complementario a la región central del Stem-loop, se amplificó 

mediante PCR específica. Para la cuantificación se utilizaron sondas diseñadas frente a la 

región central del amplicón marcadas en los extremos 5’ con un quencher y en 3’ con una 

molécula fluorescente. 

La síntesis de cDNA se llevó a cabo a partir de 200 ng de RNA total empleando el 

TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™ by Life Technologies™, 

Carlsbad, California, USA). En este caso, para la síntesis de cDNA se empleó una mezcla de 

cebadores para realizar una única síntesis de cDNA por muestra de acuerdo al “Protocol for 

Creating Custom RT and Preamplification Pools using TaqMan® MicroRNA Assays” (Applied 

Biosystems™ by Life Technologies™, Carlsbad, California, USA), con el termociclador iQ5 

(BioRad).  

Una vez obtenido los cDNAs, se realizó la PCR cuantitativa empleando los kits TaqMan® 

Gene Expression Assays y TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems™ by Life 

Technologies™, Carlsbad, California, USA), respectivamente.  

Las reacciones de RT-qPCR se realizaron por triplicado, en volúmenes de reacción 

reducidos de 10 μL, utilizando 5 μL de TaqMan® 2x Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems Inc. CA USA) sin UNG, 0,5 μL de TaqMan® Small RNA assay (20x) (Applied 

Biosystems Inc. CA USA), 3,5 μL de agua libre de nucleasas y 1 μL de producto de RT. La RT-
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qPCR se llevó a cabo en un termociclador Applied BioSystems QuantStudio5® (Applied 

Biosystems Inc. CA USA). 

 

4.2.G PREDICCIÓN DE OBJETIVOS DE MIRNA Y ANÁLISIS DE SOBREEXPRESIÓN 

 

Primero se utilizó DIANA-microT-CDS, esta herramienta predice dianas para miRNAs y 

proporciona información funcional sobre la interacción miRNA: gen diana predicha a partir de 

varios recursos biológicos en línea. En pocas palabras, permiten la asociación de miARNs a 

enfermedades mediante análisis bibliográfico,al que se accede desde el servidor web de 

DIANA[151]. 

Esta herramienta mostró si la diana también fue predicha por miRanda o TargetScan o 

fue validada experimentalmente en TarBase v7.0.  

Se utilizó la suite online de análisis funcional DIANA-miRPath v3.0 para identificar los 

miRNAs que controlan vías moleculares significativas anotadas en la Enciclopedia de Genes y 

Genomas de Kyoto (KEGG), utilizando los siguientes parámetros por defecto: “miRNA y 

restricción fetal de crecimiento de aparición tardía” de la base de datos DIANA Tar v.7.0; un 

umbral de valor p de 0,001; y un umbral microT de 0,8.  

Para reducir el número de objetivos de miRNA falsos positivos, se aplicó una corrección 

de la tasa de falsos descubrimientos (FDR) a las vías KEGG seleccionadas.  

 

El algoritmo utilizado en este análisis fue una prueba exacta de Fisher de una cola. 
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El análisis de los resultados tuvo lugar en dos partes: 

1) análisis de muestras de cordón umbilical  

2) análisis de muestras de sangre materna. 

 

PARTE 1: ANÁLISIS DE  MUESTRAS DE CORDÓN UMBILICAL 

 

5.1 IDENTIFICACIÓN DE MIRNAS EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE MEDIANTE 

SMALL RNA-SEQ 

 

En principio, este análisis se llevó a cabo en 25 muestras de cordón umbilical  

(16 de crecimiento normal / 9 RCF-tardío) 

En la figura 5 se muestra el diagrama de volcán con todos los miRNAs iniciales hallados 

en el análisis. Las líneas verticales representan los umbrales log FC en -1 y 1, mientras que la 

línea horizontal representa el umbral FDR en 0,15. 

Figura 5. Diagrama de volcán que muestra la sobreexpresión de miRNA en los fetos RCF tardío. 
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Se consideraron significativos todos los miRNA con una tasa de falsos descubrimientos 

(FDR) inferior a 0,05. 

Al comparar el grupo de crecimiento normal con el grupo RCF tardío, se identificaron 

un total de 4 miRNAs expresados diferencialmente (Tabla 1): 

 1 infraexpresado miR-1910-5p  

 3 sobreexpresados: miR-148b-3p; miR-25-3p y miR-16-5p-16-5p. 

 

Tabla 1. Expresión diferencial de miRNAs entre fetos con RCF y normales 

 

MiR-1910-5p y miR-16-5p fueron eliminados del análisis porque el primero no estaba 

relacionado con ninguna ruta biológica descripta hasta el momento y el segundo debido a su 

relación con la hemólisis, ya que, siempre puede estar presente en las muestras de sangre en 

algún grado[152][153]. 

La Figura 6 muestra el mapa de calor del perfil de expresión de miRNAs con los miRNAs 

seleccionados. La agrupación se hizo sobre la base de log2 (nivel de expresión en el 

tratamiento/nivel de expresión en el control).  

El amarillo denota la regulación a la baja de los miRNAs y el rojo denota la regulación 

al alza de los miRNAs en las muestras de sangre del cordón neonatal.  

Con el objetivo de  tener más posibilidades de encontrar más de un miRNA específico 

de daño cerebral, decidimos ampliar el número de miRNAs a validar por PCR, no sólo tomando 

miRNAs con FDR < 0,05 sino también un grupo mayor aunque el FDR fuera inferior a 0,05: miR-

185-5p, miR-183-5p, miR-4483-3p, miR-515-5p. 

Se debe tener en cuenta que el parámetro FDR debe aplicarse siempre para minimizar 

el número de falsos positivos obtenidos, si bien es cierto que puede utilizarse el valor p que 

posteriormente deberá ser validado mediante experimentos de RT-qPCR. 

miRNA  logFC  logCPM  F  p value  FDR  

hsa-miR-148b-3p  

 

2.913109  6.392020  23.88636  
 

7.813586e–06  
 

0.003484859  
 

hsa-miR-16-5p  
 

1.639640  12.972890  18.11788  7.311848e–05  0.016305421  

hsa-miR-1910-5p  
 

–4.069241  
 

0.916709  15.22769  2.465907e–04  0.036659814  
 

hsa-miR-25-3p  1.339374  11.323960  14.20868  3.726486e–04  
 

0.041550317  
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Figura 6. Mapa de calor con la agrupación jerárquica de miRNAs expresados diferencialmente en fetos 

con RCF de aparición tardía (rojo) frente a fetos normales (azul) según los niveles de expresión de los 

miRNAs miR-1910-5p, miR-148b-3p, miR-16-5p y miR-25-3p 
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5.2 ESTADÍSTICAS DESCRIPTIVAS DE LA POBLACIÓN DEL ESTUDIO 

 

En la tabla 2.1 y 2.2 se puede apreciar las estadísticas descriptivas  tanto de las madres 

como de los fetos de los dos grupos estudiados en un total de 25 muestras:  

-16 fetos normales  

-9 RCF tardío 

 

Con respecto a las características maternas todas ellas eran de origen caucásico 

español y la única diferencia significativa entre las madres de los dos grupos fue que las que 

correspondían al grupo de RCF tardío tenían un menor índice de masa corporal,  

principalmente debido a un menor peso corporal. 

 

En resumen de los 25 fetos: 14 (56%) eran varones y 11 (44%) eran mujeres, el grupo 

de fetos con RCF tardío tenían un CPR MoM, un PFE, un centil de PFE, un PNA y un centil de 

PNA inferiores (p < 0,001).  

 

Además, en comparación con los fetos con crecimiento normal, los fetos con RCF 

tardío presentaron mayor tasa de inducción del parto, al igual que nacieron a una  menor edad 

gestacional (p = 0,04). 
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Tabla 2.1. Estadísticas descriptivas de los dos grupos estudiados: fetos normales y RCF. 

  

Variables
Fetos con crecimiento normal N=16 RCF tardío N=9 

P-value

Media (DS) Mediana (1st, 3rd Q), rango Media (DS) Mediana (1st, 3rd Q),rango

Edad materna 33.4 (4.6) 33.5 (29.25, 36), 27-41 34.2 (5.04) 34 (29.5, 38.5), 27-42 0.73

Gestas 1.87 (1.1) 2 (1, 2), 1-5 1.89 (1.36) 1 (1, 2.5), 1-5 0.78

Paridad 0.62 (0.72) 0.5 (0, 1), 0-2 0.67 (0.87) 0 (0, 1.5), 0-2 0.98

Peso materno (kg)* 65.56 (11.35) 67 (53.5, 73), 52-86 51.7 (8.2) 51 (48, 55), 40-67 0.01

Altura materna(cm)** 163.8 (10.5) 168 (156, 171), 144-176 161.7 (2.5) 162 (160, 164), 158-165 0.38

Edad gestacional al momento 

de la exploración ecográfica 

(semanas)

39.4 (1) 39.6 (38.7, 40.2), 36.7-40.4 38.3 (1.4) 38.1 (37.0, 39.4), 36.7-40.7 0.08

Peso fetal estimado 

hadlock-4 (g)

3547 (441.5) 3505 (3161, 4013), 2830-

4246

2491 (456) 2500 (2134, 2763), 1810-

3373

<0.001

Centiles locales de peso 

fetal estimado 

70.44 (27.2) 78 (47.25, 95.25), 21-99 7.2 (10.3) 4 (0.5, 11), 0-32 <0.001

CPR MoM 1.56 (0.28) 1.49 (1.42, 1.73), 1.01-2.1 0.48 (0.11) 0.51 (0.37, 0.58), 0.31-0.59
<0.001

Edad gestacional al parto 

(semanas)

40.14 (1.08) 40.6 (39.3, 41), 37.9-41.4 38.75 (1.5)
38.86 (37.4, 40.1), 36.9-41 0.04

Intervalo entre 

examinación y parto (días)

5.44 (3.6)
4.5 (3, 8), 1-15 3 (2.34) 2 (1, 5), 0-7 0.87

Peso al nacer 3610 (467.9) 3500 (3320, 3823), 3000-

4700

2381 (324.7) 2350 (2118, 2665), 1845-

2800

<0.001

Centiles locales de peso al 

nacer

62.25 (26.3) 61 (37.7, 91.7), 29-100 1.78 (1.39) 2 (0.5, 3), 0-4 <0.001

Apgar at 5 minutos 9.87 (0.34) 10 (10, 10), 9-10
10 (0) 10 (10, 10), 10-10 1

 pH arterial del cordón 

umbilical 7.27 (0.08) 7.29 (7.21, 7.33), 7.12-7.41 7.23 (0.04 7.22 (7.19, 7.27), 7.17-7.29 0.11
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Tabla 2.2. Estadística descriptiva por cada grupo 

Notas: *faltaban datos en 7 y 2 pacientes respectivamente, **faltaban datos en 6 y 2 pacientes 

respectivamente, ***faltaban datos en 1 paciente de cada grupo, ****faltaban datos en 7 y 1 pacientes 

respectivamente. 

 Fetos con crecimiento normal  

 N (%) 

RCF tardío  

N (%) 

P-value 

Sexo fetal   0.22 

Masculino 7 (43.7%) 7 (77.8%)  

Femenino 9 (56.3%) 2 (22.2%)  

Peso al nacer<10 centil local 0 (0%) 9 (100%) - 

Apgar 5 min <7 0 (0%) 0 (0%) - 

pH arterial de cordón 

umbilical <7.20*** 

3 (18.7%) 2 (22.2%)  0.78 

Etnia   - 

Caucásica 16 (100%) 9 (100%)  

No caucásica 0 (0%) 0 (0%)  

Tabaco**** 0 (0%) 1 (11.1%) - 

Inicio del parto 0.93 

Parto inducido 6 (37.5%) 8 (88.9%)  

Inicio espontâneo el parto 6 (37.5%) 0 (0%)  

Cesárea ( RCTG anormal) 
0 (0%) 0 (0%) 

 

Cesárea electiva 4 (25%) 1 (11.1%)  

Vía del parto 0.95 

Parto vaginal espontáneo 
9 (56.3%) 4 (44.4%) 

 

Parto vaginal asistido 1 (6.25%) 1 (11.1%)  

Cesárea( RCTG anormal) 
1 (6.25%) 3 (33.3%) 

 

Cesárea ( distocia) 5 (31.2%) 1 (11.1%)  

Destino  del neonato 0.054 

Guarda materna 16 (100%) 7 (77.8%)  

Neonatología 0 (0%) 2 (22.2 %)  
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5.3 ANÁLISIS DE LAS DIANAS DE MIRNA Y DE LAS VÍAS BIOQUÍMICAS EN EL 

CONTEXTO DE LA RCF TARDÍO 

 

Todos los miRNAs tenían un gran número de sitios potenciales, por lo que exploramos 

los que eran relevantes para la RCF descriptos en la literatura. 

Para aclarar el papel de los miRNAs miR-148b-3p y miR-25-3p, se analizó las redes 

bioquímicas en las que participan.  

 

Se realizó un análisis DIANA-miRPath v3.0 y un análisis de vías KEGG para buscar 

cualquier vía significativamente enriquecida.  

Un total de 29 vías con un FDR <0,05  fueron recuperadas (Tabla 3).  

 

Algunas de ellas están relacionadas con el metabolismo de los lípidos, como la 

biosíntesis de los ácidos grasos[154] y los esfingolípidos[155] cruciales para el desarrollo de 

los tejidos neuronales, mientras que otras están relacionadas con el procesamiento de las 

proteínas en el retículo endoplásmico o con el metabolismo de las proteínas, como la 

biosíntesis de los aminoácidos de cadena ramificada valina, leucina e isoleucina[156]. 
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Tabla 3. Vías KEGG seleccionadas reguladas por miRNAs miR-25-3p y miR-148b-3p expresados diferencialmente 

en fetos con RCF frente a fetos normales. 

KEGG pathway p-value Genes miRNAs

Prion diseases 7.31985499212e-15 5 miR-148b-3p and miR-25-3p

Fatty acid biosynthesis 3.52242071263e-13 2 miR-148b-3p

Oocyte meiosis 1.27759516409e-05 31 miR-148b-3p and miR-25-3p

Cell cycle     1.7071934491e-05 42 miR-148b-3p and miR-25-3p

Viral carcinogenesis 1.7071934491e-05 45 miR-148b-3p and miR-25-3p

Lysine degradation 3.01715187799e-05 14 miR-148b-3p and miR-25-3p

Estrogen signaling pathway 0.00028055720575 26 miR-148b-3p and miR-25-3p

P53 signaling pathway 0.000316939071553 24 miR-148b-3p and miR-25-3p

FoxO signaling pathway 0.000929050869461 37 miR-148b-3p and miR-25-3p

Protein processing in endoplasmic 
reticulum

0.000929050869461 42 miR-148b-3p and miR-25-3p

Adherens junction 0.00183745694845 19 miR-148b-3p and miR-25-3p

Lon-term depression 0.00183745694845 15 miR-148b-3p and miR-25-3p

Proteoglycans in cancer 0.0019678042498 42 miR-148b-3p and miR-25-3p

Steroid biosynthesis 0.00292457111324 4 miR-148b-3p

Hippo signaling pathway 0.00292457111324 34 miR-148b-3p and miR-25-3p

Valine, leucine and isoleucine 
biosynthesis

0.00360593689391 2 miR-25-3p

Hepatitis B 0.00373563003963 35 miR-148b-3p and miR-25-3p

Progesterone-mediated oocyte 
maduration

0.00574829839216 26 miR-148b-3p and miR-25-3p

cGMP-PKG signaling pathway 0.00675142184669 40 miR-148b-3p and miR-25-3p

Prostate cancer 0.0079060270266 25 miR-148b-3p and miR-25-3p

Endometrial cancer 0.0100040376492 15 miR-148b-3p and miR-25-3p

Non-small cell lung cancer 0.0100700510791 15 miR-148b-3p and miR-25-3p

Chronic myeloid leukemia 0.0129054369882 21 miR-148b-3p and miR-25-3p

Sphingolipid signaling pathway 0.0131352576976 27 miR-148b-3p and miR-25-3p

Colorectal cancer 0.015375047919 16 miR-148b-3p and miR-25-3p

Glioma 0.015375047919 17 miR-148b-3p and miR-25-3p

Sulfur metabolism 0.0155260139399 2 miR-148b-3p

Thyroid cancer 0.0263000781158 9 miR-148b-3p and miR-25-3p

RNA degradation 0.0440095764865 21 miR-148b-3p and miR-25-3p
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5.4 VALIDACIÓN DE LA QPCR EN TIEMPO REAL (RT-QPCR) A PARTIR DEL 

PLASMA DEL CORDÓN UMBILICAL 
 

Para la validación de los resultados hallados, un total de 75 muestras de cordón 

umbilical fueron recolectadas (incluidas las 25 analizadas previamente) 

Debemos mencionar que tuvimos ciertas incidencias con el número total de muestras, 

ya que 18 muestras no pasaron el control de calidad debido a la presencia de hemólisis en las 

mismas, y 9 muestras no amplificaron en la RT-qPCR, por lo que fueron excluidas del análisis. 

Finalmente el número total de muestras validadas por PCR fue de 48 (24 RCF tardío, 

24 crecimiento normal).  

Se procedió a validar por RT-qPCR los microARNs: miR-148b-3p y miR-25-3p, pero 

además decidimos validar otros miRNAs hallados en el análisis del Small RNA-Seq con un FDR 

> 0.05 con el objetivo de ampliar las posibilidades de hallar más de un marcador en sangre 

materna, por lo que finalmente se validaron 7 miRNAs por : miR-148b-3p, miR-25-3p miR-

185-5p, miR-183-5p, miR-4483-3p, miR-515-5p y miR 132-3p*. 

*MiR 132-3p se incluyó en el análisis, aunque no fue obtenido directamente del análisis de la 

secuenciación, por su importante rol en el control de la función neuronal descripto 

previamente en la bibliografía[157][158]. 

Al analizar los resultados de la validación solo se observó una sobreexpresión 

significativa en el grupo de RCF tardío de los miRNAs: miRNA-25-3p, miRNA-132-3p y miRNA-

185-5p. (Figura 7) 

 

Por el contrario, miR-148b-3p, miR-183-5p, miR-193b-5p y miR-4483-3p no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas (Tabla 4) 

 

El método delta-delta Ct, también conocido como método 2-∆∆Ct, es una fórmula 

sencilla que se utiliza para calcular  la variación de la expresión (ΔCt) del gen de interés  con la 

del gen de referenciado. 
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Tabla 4.  Estadística descriptiva de los valores 2-ΔΔΔCt de los niveles de expresión de los miRNAs en 
los dos grupos de estudio (media± desviación estándar) 

 

En la siguiente figura se muestran los niveles de expresión de los miRNAs 25-3p, 
132-3p  

y 185-5p 

Figura 7. Niveles de expresión relativa de los miRNAs 25-3p, 132-3p y 185-5p 

 

 

 

  

    miRNAs  RCF-tardío Crecimiento Normal p-value 

miR-132-3p 26.00±33.78  

 

1.08±0.91  

 

0.0002  

miR-185-5p 1.80±0.90  

 

1.22±0.95  0.03  

miR-25-3p 1.76±1.09  1.19±0.82 0.05  

 miR-148b-3p 1.51±0.80 1.11±0.52 0.18 (n.s) 

miR-183-5p 1.23±0.61  1.27±1.64 0.24 (n.s)  

miR-193b-5p 1.53±2.14  

 

1.37±1.55  

 

0.18 (n.s) 

miR-4483-3p 0.99±1.16  

 

1.97±2.26  

 

0.25 (n.s)  
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5.5 ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA DE LAS MUESTRAS VALIDADAS POR RT-PCR  

En cuanto a las características de la población del estudio, en resumen, incluía 48 fetos 

explorados luego de las 32 semanas, de los cuales 19 (39,6%) eran varones.  

La edad materna media, la gravidez, la paridad y el IMC fueron 32,5, 2, 0,5 y 23, 

respectivamente. 

 

La EG media en el momento de la exploración y el parto fue de 38,5 y 39,1 semanas.  

La mayoría de las gestantes iniciaron el parto con inducción (79,2%), dando a luz de forma 

espontánea (47,9%), y la mayoría de los neonatos nacieron sin problemas, acompañando a la 

madre a la maternidad (85,4%).  

 

Además, a pesar de la importante proporción de fetos con restricción del crecimiento 

(58%), ningún feto presentó hipoxia grave, sugerida por una puntuación de Apgar inferior a 7 

a los 5 minutos o un pH del cordón umbilical inferior a 7,10. 

 

En resumen, los fetos del grupo con RCF fueron examinados y su parto se produjo a 

una edad gestacional más temprana con respecto a los fetos normales  (p < 0,01), además que 

presentaron un percentil de peso inferiores (p < 0,0001) y presentaron un peor resultado 

perinatal (p < 0,01) que requirió una vigilancia pediátrica postnatal más frecuente (Tabla 5). 
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Tabla 5. Descripción de la población estudiada en la validación de las muestras por RT-PCR de los dos grupos.
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5.6 RED DE INTERACCIÓN Y ANÁLISIS FUNCIONAL 

 

Una vez identificados los miRNAs expresados diferencialmente entre los dos grupos en 

la   Small-RNA seq y que posteriormente fueron validados en un mayor número de muestras 

por PCR, se elaboró una  red reguladora de miRNAs [155] involucrados, sus dianas génicas y 

factores de transcripción (Figura 8). 

La identificación de dianas génicas de miRNAs desregulados y de factores de 

transcripción reveló: 

100 interacciones miRNA-genes de fuerte evidencia, que implican:   

 98 dianas génicas únicas  

 26 factores de transcripción únicos.  

Figura 8.  Red de interacción de miRNAs desregulados incluyendo sus genes diana y la transcripción.  
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Para interpretar el efecto funcional de los miRNAs hallados, se realizó tanto un análisis 

de enriquecimiento de vías como un análisis de enriquecimiento de Gene Ontology (GO), 

basado en la red reguladora de los miRNAs desregulados. 

Este tipo de análisis se realizó para reducir la complejidad del análisis requerido, 

aumentando el potencial explicativo funcional [91].El análisis de enriquecimiento por vías se 

realizó en EnrichR utilizando sus dianas génicas y factores de transcripción (Tabla 6). 

 

El análisis de enriquecimiento de vías reveló una miríada de vías afectadas:  

 Kegg muestra aparte de la senescencia celular, vías relacionadas con el cáncer. 

 Las vías enriquecidas de Reactome 2016 también indican la senescencia celular, en 

combinación con las respuestas al estrés celular, y las vías implicadas en la inflamación, 

la supervivencia celular, la angiogénesis y la biología general del desarrollo. 
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Tabla 6. Vías más significativamente enriquecidas de Kegg 2021 humano y Reactome 2016 
clasificadas por valor p ajustado, basadas en una red de objetivos genéticos de miRNA 
desregulados 

 
 
 
  

 

Kegg 2021 

Human

Pathway Adj p-value

Pathways in cancer 6.709e-27

Bladder cancer 1.085e-23

Prostate cancer 1.085e-23

Cellular senescence 1.932e-22

Human T-cell leukemia virus 1 infection 5.516e-22

Pancreatic cancer 6.030e-21

Glioma 2.045e-19

Hepatitis B 2.045e-19

Human cytomegalovirus infection 3.192e-19

MicroRNAs in cancer 1.116e-18

Reactome 
2016

Cellular responses to stress Homo sapiens R-HSA-2262752 3.128e-13

Cellular Senescence Homo sapiens R-HSA-2559583 7.922e-13

Signal Transduction Homo sapiens R-HSA-162582 9.454e-13

Fc epsilon receptor (FCERI) signaling Homo sapiens R-HSA-2454202 4.211e-11

Signalling by NGF Homo sapiens R-HSA-166520 4.211e-11

Signaling by EGFR Homo sapiens R-HSA-177929 4.704e-11

NGF signalling via TRKA from the plasma membrane Homo sapiens R-HSA-
187037

1.014e-10

Downstream signal transduction Homo sapiens R-HSA-186763 1.937e-10

Signaling by PDGF Homo sapiens R-HSA-186797 4.611e-10

Developmental Biology Homo sapiens R-HSA-1266738 4.611e-10
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El análisis funcional del proceso biológico gene Ontology (GO), reveló 302 términos GO 

significativamente (p ad < 0,001) sobrerrepresentados (Figura 8).Los términos se han 

agrupado según las similitudes de los términos GO.  

Para hacer menos compleja la interpretación del seguimiento, decidimos centrarnos 

en los procesos biológicos que se han asociado a la restricción de crecimiento: “apoptosis 

neuronal", "la regulación del proceso de biosíntesis de lípidos", "fisiología cardíaca", "la 

respuesta a la disminución de los niveles de oxígeno”. 

En la figura 9  se pueden visualizar los genes incluidos en más de un término GO 

(resaltados en rosa).  

La red original filtrada reveló elementos reguladores consistentes en miRNAs 

desregulados (naranja), genes diana altamente conectados (azul) y factores de transcripción 

(verde), importantes para la manifestación de los fenotipos de RCF(C).Estos elementos 

muestran una alta cantidad de interconexión, lo que apoya aún más un papel regulador en la 

presentación del fenotipo de RCF.  
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Figura 9. Análisis funcional e identificación de módulos reguladores 
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5.7 INTERACCIÓN DE MIRNAS HALLADOS EN LA FORMACIÓN DE  TRIPLEX 

Recientemente se ha demostrado que pares de miRNAs pueden reprimir la traducción 

de un ARNm diana de forma cooperativa, lo que se conoce como RNA triplex, que conduce a 

una mayor eficacia y especificidad en la represión de la diana [159][160][161]. 

En nuestro estudio se realizó un análisis de los miRNAs hallados y sus posibles dianas 

y hemos encontrado que miR-185-5p y miR-25-3p actúan sobre la misma diana dentro del 

conjunto de dianas genéticas (Figura 10) de fuerte evidencia validadas experimentalmente. 

Principalmente revelaron dos dianas de interés, ambos involucrado en la biosíntesis y 

homeostasis del colesterol[162]  

 Sterol Regulatory Element Binding Transcription Factor 2 (SREBF2). 

 ATP Binding Cassette Subfamily G Member 4(ABCG4) 

Figura 10. Triplex de ARN formados por miRNAs desregulados y genes diana de fuerte evidencia. La 

estructura 2D se muestra en la tercera columna. La eficiencia de la represión está codificada por 

colores: el rojo no tiene efecto y el azul tiene un efecto silenciador. 
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5.8 ASOCIACIÓN DE MIR-132-3P, MIR-185-5P CON PARÁMETROS CLÍNICOS Y/O 

ECOGRÁFICOS 

Hasta aquí se ha analizado los miRNAs y su las rutas biológicas involucradas. Una vez 

identificadas procedimos a realizar un análisis de asociación entre los dos miRNAs expresados 

diferencialmente entre los dos grupos y parámetros clínicos y/ o ecográficos. 

El objetivo de este análisis fue ver si podíamos encontrar algún parámetro que 

influenciara en la expresión de los miRNAs. 

Para tratar de seleccionar los dos miRNAs más significativos, hemos realizado este 

análisis de asociación con miR-132-3p, miR-185-5p, ya que el mir25-3p tiene una p-value de 

0.05, comparada con las p-value de los otros dos miRNAs de 0.0002 y 0.03. (Tabla 4) 

Las variables continuas y categóricas de las poblaciones estudiadas, se compararon 

mediante las pruebas U de Mann-Whitney y Fisher test.  

Los gráficos y las estadísticas se realizaron con GraphPad Prism® 5.0a y StatPlus® Pro 

7.3.3.2 para Apple Macintosh. 
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MIR-132-3P 

La figura 11 muestra la expresión de miR-132 en los fetos con RCF y crecimiento 

normal. Los fetos del grupo de RCF tardío presentaron una expresión de miR-132 

significativamente mayor (p < 0,001). Además, la mayoría de los fetos del grupo normal 

presentaban expresiones de miR-132-3p (2-ddCt) inferiores a 5. 

 

 

Figura 11. Box plot que muestra la expresión de miR-132-3p en fetos normales y en fetos afectados 

por la restricción del crecimiento de aparición tardía (Late-onset FGR) 
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En la figura 12 perdemos observar  valores dispersos de la población de estudio 

representados según la relación cerebroplacentaria múltiplo de la mediana (CPR MoM) y la 

expresión de miR-132-3p (2-ddCt). Como se muestra en la figura no se detectó ninguna 

correlación entre la expresión de miR-132-3p y CPR MoM (R2 = 0,01).  

Las líneas representan la correlación lineal con su intervalo de confianza del 95%. La 

mayoría de los fetos del grupo normal presentaron expresiones de miR-132-3p inferiores a 5- 

2-ddCt. 

       

Figura 12. Valores dispersos de la población de estudio representados según la relación 

 cerebroplacentaria múltiplo de la mediana (CPR MoM) y la expresión de miR-132 (2-ddCt).   
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La figura 13 muestra valores dispersos de la población de estudio representados según 

el centil de peso al nacer (BW) y la expresión de miR-132-3p (2-ddCt). 

Se detectó una correlación entre la expresión de miR-132-3p y el percentil de peso al 

nacer (R2 = 0,26).  

Las líneas representan la correlación exponencial con su intervalo de confianza del 

95%. La mayoría de los casos con sobreexpresión de miR-132-3p presentan centiles de peso 

corporal bajos. La mayoría de los fetos del grupo normal presentaban expresiones de miR-

132-3p inferiores a 5 2-ddCt 

Figura 13. Valores dispersos de la población de estudio representados según el centil de peso al nacer 

(BW) y la expresión de miR-132 (2-ddCt). 
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En la tabla  7 se muestran las precisiones de varios modelos (simples y combinados) 

para el diagnóstico del compromiso fetal intraparto (CFI).  

Los modelos que incluían sólo parámetros individuales presentaban áreas bajo la curva 

(AUC) pobres y no eran significativos, probablemente debido al bajo número de casos. En 

cuanto a los modelos combinados, sólo los que incluían la CPR MoM fueron significativos 

aunque con un AUC moderado (0,69, p < 0,05).  

La adición de la expresión de miR-132-3p a la CPR MoM impresionó mejorar la 

detección del CFI con un AUC de 0,65 a 0,69, mientras que el efecto de la adición del centil de  

peso al nacer  pareció ser nulo, lo que sugiere que la expresión de miR-132 más la CPR MoM 

fue la combinación óptima para la detección del compromiso fetal intraparto. 

 

 

 

 
Tabla 7. Precisión de varios modelos para la predicción del compromiso fetal intraparto.  

Abreviaturas: AUC, áreas bajo la curva; IC, intervalo de confianza. 

  

Modelo de regresión logística AUC 
Intervalo de confianza 

del 95% p-value 

miR‐132 solo 0.60 0.40-0.80 NS 

CPR MoM solo 0.65 0.47-0.82 NS 

BW centile solo 
 

0.64 0.46-0.81 NS 

CPR MoM + miR‐132  0.69 0.51-0.86 p< 0.05 

CPR MoM + centil de peso al nacer  
 

0.65 0.47-0.82 NS 

miR‐132 +centil de peso al nacer  
 

0.62 0.45-0.80 NS 

CPR MoM + centil de peso al nacer  + miR‐132  

 
0.69 0.58-0.87 p< 0.05 
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MIR-185-5P  

Se realizó un análisis de regresión multivariable  (figura 14) donde se observó que en 

comparación con fetos de crecimiento normal, los fetos con RCF tardía expresaron una 

regulación al alza de miR-185-5p (2,26  ±1,30 frente a 1,27  ±1,03 2^-ddCt, P = 0,011)  

 

Figura 14. Box plot que muestra la expresión de miR-185-5p en los fetos con RCF y crecimiento normal. 
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La tabla 7 muestra el análisis de regresión lineal multivariable para la explicación de la 

expresión de miR-185-5p. Sólo la CPR MoM fue seleccionado como parámetro significativo 

(P<0,05). Este hallazgo está en consonancia con la figura 15, a continuación, que muestra la 

fuerte correlación negativa entre la CPR MoM y la expresión de miR-185-5p (R2=0,21, 

P=0,003). 

Tabla 8.Modelo de regresión multivariable lineal para la predicción de expresión de  miR-185-5p 

 

 

 

 

 

  

 Coeficiente Error estándar < 95% > 95% p-value 

Intercepto 

 

−47,48241  

 

28,65608  

 

-106,09067 11,12584 NS 

Edad materna 0,0417 0,05059  

 

-0,06177 0,14516  

 

NS 

Tabaco 0,056 0,51589  

 
-0,99911 1,11112 NS 

Peso materno -0,01383 0,02881  

 
-0,07276 0,0451 NS 

Altura materna 0,02663 0,03469  

 
-0,04432 0,09758 NS 

Paridad −0,47361  

 
0,337 -1,16286 0,21563 NS 

Sexo fetal (masculino) −0,26901  

 

0,42968  

 
-1,14781 0,60979 NS 

Centil de peso al nacimiento  0,00641  

 
0,01245 -0,01904 0,03187  

 
NS 

Apgar 5 minutos 1,15989  

 
0,78007 -0,43553 2,7553 NS 

pH arterial umbilical 4,77121 3,59514  

 

−2,58168  

 
12,1241 NS 

CPR MoM −1,66819  

 

0,81301  

 
-3,33097 -0,0054 <0.05  
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Este hallazgo concuerda con la figura 15, que muestra la fuerte correlación negativa 

entre la CPR MoM y la expresión de miR-185-5p (R2=0,21, P=0,003) 

 

Figura 15. Diagrama de dispersión que representa la correlación entre la expresión de miR-185-5p 

(cambio de pliegue o 2^-ddCt) y la CPR MoM.  
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La red miRNA-genes creada red de factores de transcripción-diana, filtrada para los 

términos de función biológica GO “-muerte neuronal, -regulación de la biosíntesis de lípidos 

y su función de los procesos de biosíntesis de lípidos, -procesos cardíacos y -respuesta a la 

disminución de los niveles de oxígeno” revelaron una subred altamente interconectada. 

Para identificar los factores reguladores,  esta subred se filtró por los genes incluidos 

en más de un término GO de interés. Los genes restantes siguen mostrando una alta 

interconectividad, incluso compartiendo interacciones con SREBP-2, que se ha indicado como 

diana de la proteína SREBP, que a su vez, se ha indicado como diana de miRNAs que trabajan 

sinérgicamente sinérgico de miRNAs. (Figura 16) 

Figura 16. Red de dianas-factores de transcripción de miRNAs  
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6. PARTE 2: ANÁLISIS DE MUESTRAS DE SANGRE MATERNA 

 

6.1 VALIDACIÓN POR RT-QPCR DE MIRNA-25-3P, MIRNA-132-3P Y MIRNA-185-5P EN  

MUESTRAS DE SANGRE MATERNA 

 

Una vez hallado los miRNAS expresados significativamente, se procedió validar los 

mismos en  30 muestras de sangre materna emparejadas con las muestras de cordón 

analizadas: 

 18 RCF-tardío 

 12 crecimiento normal 

 

Se debe señalar que de las 48 muestras de sangre materna emparejadas con la sangre 

de cordón analizada previamente, 15 no pasaron el control de calidad  por hemólisis y 3 no 

amplificaron en la PCR.  

El análisis RT-qPCR demostró que la expresión diferencial de los miRNAs seleccionados, 

observada en la circulación fetal, NO persistía en las muestras maternas (Table 9) 

 

 

miRNAs RCF-tardío Crecimiento Normal p-value 

miRNA-25-3p 1.15±0.72 1.26±0.84 
 

n.s 

miRNA-132-3p 
 

1.02±0.62 
 

1.36±1.10 
 

n.s 

miRNA-185-5p 1.20±0.84 
 

1.33±0.91 
 

n.s 

 

Tabla 9.  Expresión diferencial de miRNAs entre fetos con RCF y normales 
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6.2 ESTADÍSTICAS DESCRIPTIVAS DE LA POBLACIÓN DEL ESTUDIO 

 

En resumen, la media de la edad materna, la paridad y el índice de masa corporal 

fueron 31,8, 0,53 y 22,1 respectivamente. 

 

La mayoría de los partos se iniciaron tras la inducción del parto (73,3%) y finalizaron 

con un parto vaginal espontáneo (60%), un 60% de ellos fueron fetos femeninos.  

 

La EG media en el momento del examen y del parto fue de 37,6 y 38,5 semanas.  

 

Por último, la mayoría de los neonatos nacieron sin incidencias y acompañaron a la 

madre a la maternidad (83,3%). (Tabla 10) 
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Tabla 10. Estadística descriptiva de las 30 muestras de sangre materna validadas por RT-PCR. 

 

  

VARIABLES CONTINUAS       MEDIA(SD) MEDIANA (1, Q, 3, cuartiles) 

Edad materna (años) 31.8 (6.2) 31.5 (28.5, 37) 

Paridad 0.53 (0.62) 0 (0, 1) 

Indice de masa corporal  22.1(3.1) 21.9 (19.9, 24.2) 

Edad gestacional al momento de la exploración (semanas) 37.6 (2.12) 37.7 (36.9, 39) 

Edad gestacional al parto ( semanas) 38.5 (1.6) 38.3 (37.5, 39.6) 

Intervalo exploración-parto 3.9 (3.18) 3 (1, 6.2) 

CPR MoM 0.82 (0.25) 0.88 (0.59,1.04) 

Peso al nacimiento (g) 2476(515) 2555 (2138, 2778) 

Centil de peso al nacimiento 7.9 (10.3) 3.5 (1,13.8) 

VARIABLES CATEGÓRICAS N (%)  

Tabaco 10 (33.3) 

Sexo fetal (masculino) 12 (40) 

Tipo de comienzo de parto  

Parto espontáneo 5 (16.6) 

Parto inducido 22 (73.3) 

Cesárea electiva 3 (10) 

Apgar <7 at 5 minutos 0 (0) 

 pH  Arterial < 7.10 0(0) 

Vía de parto  

Cesárea ( RCTG anormal) 7 (23.3) 

Cesárea (distocia) 2 (6.6) 

Cesárea electiva 3 (10) 

Parto vaginal asistido 7 (23.3) 

Parto espontáneo 11(36.6) 

Destino del neonato  

Guarda materna 25 (83.3) 

Neonatología 4 (13,3) 

Cuidados intensivos neonatales 1 (3.33) 
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En la figura 17 se puede apreciar  la expresión de miR-25, miR-132 y miR-185 en  

muestras de sangre materna de ambos grupos. Los recuadros representan la mediana y el 

rango intercuartílico, mientras que los bigotes representan los centiles 90 y 10. 

Al comparar los niveles de expresión para cada miRNA entre los 2 grupos de estudio 

(test U de Mann Withney), no se observaron diferencias estadísticamente significativas en los 

niveles de expresión de los 3 miRNAs evaluados en las muestras de sangre maternas. (Tabla 

9)  

 

 

Figura 17. Expresión de miR-25, miR-132 y miR-185 en sangre materna en fetos normales y en fetos 

afectados con RCF tardío. 
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En la figura 18  se puede apreciar la expresión de miR-25, miR-132 y miR-185 en fetos 

normales y en fetos afectados de RCF tardío. 

En este caso, se comparan los casos extremos (fetos con PC <3er centil y CPR MoM 

anormal frente a fetos con Circunferencia abdominal >10º centi y CPR MoM normal).  

 

Los recuadros representan la mediana y el rango intercuartílico, mientras que los 

bigotes representan los centiles 90 y 10. 

 

Figura 18. Comparación de la expresión de miR-25, miR-132 y miR-185 en fetos normales y en 

fetos afectados de RCF tardío.
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DISCUSIÓN 

 

La influencia de un ambiente subóptimo durante el periodo fetal produce cambios 

epigenéticos que inducen patrones de expresión génica a corto y largo plazo favoreciendo la 

susceptibilidad a ciertas enfermedades crónicas (metabólicas, neurológicas, renales y 

cardiovasculares). 

La presencia de micro-RNA circulante puede explicarse desde diferentes perspectivas, 

siendo las más aceptadas que sean parte de un mecanismo de comunicación intercelular, o 

que sean el resultado de la liberación del contenido celular al torrente sanguíneo como 

respuesta a lesión o daño celular.  

En este estudio no solo intentamos hallar los marcadores de alteración del 

neurodesarrollo sino que hemos evaluado los miRNAs expresados diferencialmente entre los 

dos grupos  y luego de realizarse el análisis funcional de los mismos, se observó que sus dianas 

estaban íntimamente relacionados con ciertas alteraciones descriptas en la literatura en los 

fetos con restricción de crecimiento[163][164][165]. 

Principalmente describimos 3 de los miRNAs con expresión diferencial más 

significativa: 

 miR-25-3p  

Este miRNA forma parte del clúster miR-106b/25. Los tres miembros del clúster, miR-

106b, miR-93 y miR-25, están implicados en la regulación de las helicasas de ADN que son 

esenciales en el inicio de la replicación del ADN en las células eucariotas [166]. 

El miR-25 se expresa en una gran variedad de tejidos, tipos de células y se dirige a 

muchos ARNm. Hay ARNm diana comunes de miR-25 en diferentes tejidos y tipos celulares 

que regulan el mismo proceso biológico. Los cambios de expresión de estos ARNm diana 

comunes podrían dar lugar a diferentes enfermedades que comparten mecanismos generales 

comunes[166].  
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En condiciones normales, muchos de los ARNm diana de miR-25 participan en procesos 

biológicos como “la respuesta al daño del ADN, la regulación del ciclo celular, la proliferación, 

la migración y la diferenciación celular, la regulación del estrés oxidativo, la inflamación, y el 

transporte del calcio en la célula.” Además, muchas de las moléculas diana de miR-25 se 

encuentran entre los componentes de la matriz extracelular y los receptores de membrana 

[167].  

En condiciones fisiopatológicas, tanto la sobreexpresión como la represión de este 

miRNA han demostrado estar asociados al desarrollo de diferentes enfermedades como por 

ejemplo en muchos tipos de tumores, como cerebro, pulmón, mama y ovario[168][169] 

[170][171],así como también, en muchas enfermedades tales infarto agudo de miocardio, la 

insuficiencia cardíaca [172], la diabetes mellitus, la nefropatía diabética[173] y 

tubulointersticial [174], y en la lesiones por isquemia/reperfusión cerebral [175]. 

Si analizamos con detalle los estudios relacionados al rol del miR 25, alrededor  de un 

60% han sido relacionados con enfermedades de la microvasculatura. Por lo que teniendo en 

cuenta la fisiopatología de la restricción fetal, no nos sorprende que este miRNA se encontrara 

desregulado en nuestro estudio. 

Un ejemplo de estos cambios, es el remodelado vascular como consecuencia de la 

exposición a la hipoxia, ya sea en edades gestacionales tempranas o tardías que sufren los 

fetos con RCF [176].En  estudios post-mortem [160][161]de éstos fetos se ha observado un 

aumento en el grosor de la pared arterial (íntima-media). Este aumento del grosor de la pared 

arterial parece ser  el resultado de la presión global y posiblemente de la sobrecarga de 

volumen en la circulación fetal, en la que el estrés de la pared vascular induce la hipertrofia 

de la capa íntima-media, afectando la homeostasis vascular y provocando una disfunción 

endotelial. [163][164]. 

Esto tiene relación con un estudio realizado para evaluar la función del miR-25 en la 

sistema vascular, que demostró que los niveles de expresión de miR 25-3p disminuían 

significativamente en las células musculares lisas vasculares en respuesta a un tratamiento 

con trombospondina-1, un factor clave en la migración de las células musculares lisas 

vasculares luego de una lesión vascular [177], lo que pone en evidencia que una alteración en 
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los niveles de expresión de este miRNA podrían contribuir al desarrollo de la aterosclerosis y 

la hiperplasia intimal. 

Por otro lado, este miRNA ha sido relacionado por su rol en la remodelación 

cardiaca[178] [179][180]. Durante el desarrollo de la hipertrofia cardíaca, un programa 

genético cardíaco fetal es activado por un conjunto definido de factores de transcripción como 

respuesta inicialmente adaptativa al estrés. La expresión anormal de las proteínas fetales 

incluye elementos contráctiles (por ejemplo, alfa-MHC, beta-MHC), componentes de la matriz 

ECM (por ejemplo, colágenos), transporte del calcio (por ejemplo, SERCA2a) y proteínas 

mitocondriales (por ejemplo, elementos oxidados de la cadena de transporte de electrones), 

etc. Estos cambios conducen a una respuesta inadaptada al estrés que da lugar al desarrollo 

de fibrosis, insuficiencia cardiaca y arritmias mortales[181][182].  

Diversos estudios llevados a cabo a en animales y humanos  relacionaban este miRNA 

con la hipertrofia cardíaca. Por ejemplo, un estudio experimental en ratones demostró que la 

transfección de miR-25 en fibroblastos cardíacos aislados disminuyó la expresión de colágeno-

1a2 [183]. Por el contrario, otro estudio  demostró que la sobreexpresión de miR-25 en 

condiciones de hipoxia/reoxigenación inhibía la fibrosis y la apoptosis celular, además de 

revertir el bloqueo del ciclo celular[167]. 

La heterogeneidad de los resultados, nos demuestra que los miRNAs no solo pueden 

tener diferentes dianas sino que dependiendo del nivel de expresión pueden presentar 

diferente rol. 

 miR-185-5p 

El precursor de este miRNA consta de 82 nucleótidos y es la fuente de las dos moléculas 

maduras miR-185-5p y miR-185-3p; el gen está localizado en el cromosoma 22q11.21. 

Un creciente número de estudios sugiere que miR-185 puede contribuir a regular una 

serie de enfermedades, como el trastorno del metabolismo de los lípidos, trastornos 

neurológico[184], la fibrosis hepática [185], la cardiomiopatía dilatada[186] y la fibrosis 

pulmonar [187] [167] y un importante rol en la patogénesis de cáncer del tracto 

digestivo.[188]. Además, el miR-185, también ha sido estudiado por su rol en la angiogénesis 

y la activación de los factores de crecimiento endotelial ante condiciones de hipoxia[189]. 



 

96 | P á g i n a  
 

96 Discusión General 

El desarrollo de la placenta humana implica la coordinación de la angiogénesis y el 

crecimiento de los trofoblastos, que se ven comprometidos en la restricción del crecimiento 

intrauterino. La angiogénesis adaptativa en las vellosidades placentarias con RCF es el 

resultado de un desequilibrio en la progresión ordenada del perfil de expresión del factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento placentario y la angiopoyetina 

durante el desarrollo placentario. Los receptores de VEGF y el receptor de angiopoyetina Tie-

2 se expresan en el trofoblasto, y su activación conduce a la proliferación del trofoblasto, la 

migración y la producción de óxido nítrico. Así pues, estos factores vasculares actúan como 

reguladores autocrinos del comportamiento de los trofoblastos en el desarrollo de la 

circulación útero/fetoplacentaria, una acción independiente de sus funciones bien 

establecidas en el endotelio vascular[190][191]. 

El VEGF es un factor específico del endotelio, que promueve no sólo la angiogénesis 

sino también la proliferación y migración de las células endoteliales vasculares, el aumento de 

la permeabilidad vascular y la degeneración de la matriz extracelular[192].Muchos estudios 

han identificado el VEGF como un factor angiogénico clave tanto en condiciones fisiológicas 

como patológicas. 

 El miR-185, ha sido identificado como un modulador de los niveles del VEGF y su 

receptor (VEGFR) bajo la influencia de los factores inducibles por hipoxia 

(HIF)[193].Considerando que miR-185 inhibe la expresión de HIF y VEGF [194] mediante la 

inhibición de DICER, una ribonucleasa miembro de la familia de las ARNasaIII involucrada en 

la formación de un miRNA maduro, la regulación a la baja de miR-185 durante la hipoxia, 

inducirá la expresión de VEGF y , de esta manera, promoverá la angiogénesis, la neurogénesis 

y la proliferación celular.  

Por el contrario, la sobreexpresión de miR-185 tendría  el efecto contrario. Esto ha sido 

ampliamente estudiado por su rol en  oncología. Dado que el crecimiento tumoral y la 

apoptosis dependen en gran medida de la angiogénesis, se ha propuesto que la terapia con 

miR-185 sea un inhibidor de la angiogénesis y, por tanto, de la proliferación tumoral, 

convirtiendo a miR-185 en un supresor tumoral [194][195][196]. 

Nuestros resultados mostraron que los fetos con RCF presentaban una "regulación al 

alza". A priori, esto podría parecer una contradicción con trabajos anteriores que sugerían que 

la regulación a la baja de miR-185 durante la hipoxia promovía la angiogénesis del VEGF y la 
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protección neuronal. Sin embargo, esto podría no ser absolutamente cierto, ya que el 

mecanismo por el que miR-185 y VEGF interactúan podría depender del tejido afectado  y/o 

nivel de hipoxia.  

Ejemplos de que la respuesta podría depender del tejido afectado es en el cáncer 

colorrectal, en el que la sobreexpresión de miR-185 reduce la supervivencia, un fenómeno que 

suele estar relacionado con el aumento de la angiogénesis [197], el carcinoma renal de células 

claras, en el que la regulación al alza de miR-185 se asocia a una mayor expresión de VEGFR-2 

y a una mayor densidad de microvasos[198] y también el carcinoma de células escamosas, en 

el que se ha descubierto que la hipoxia disminuye el VEGF[199]. Además, “Huayu Tongmai”, 

un compuesto herbal chino capaz de tratar la angiopatía diabética, ejerce su efecto 

antiapoptótico en las células endoteliales mediante la sobreexpresión de miR-185 [200]. 

Un ejemplo de que la respuesta podría depender del nivel de hipoxia sería la acción 

del VEGF en los pulmones. La hipoxia relativa activa HIF-2α, promoviendo la secreción de 

VEGF, el desarrollo y la maduración del pulmón. Sin embargo, la hipoxia crónica inactiva HIF-

1α y 2α disminuyendo la expresión de VEGF y VEGFR y perjudicando la maduración y 

producción de surfactante [201]. 

 Por lo tanto, el aumento de los niveles de VEGF en el cordón umbilical descrito 

anteriormente durante la hipoxia[202] podría ser también compatible con la regulación al alza 

de miR-185. 

 Además, estudios realizados en células endoteliales de la vena umbilical humana 

demostraron que el aumento de expresión de miR-185-5p reducía la proliferación, la 

migración y la formación de tubos de las células endoteliales y, a la inversa, su expresión a la 

baja aumentaba la proliferación, la migración y la formación de tubos de las células 

endoteliales[203]. 

 En un estudio experimental en pacientes con la enfermedad de Parkinson, se observó 

que la sobreexpresión de miR-185 inhibe la autofagia y la apoptosis de las neuronas 

dopaminérgicas y que ésto podría prevenir el desarrollo de la enfermedad [204]. 

Por otra parte, hallazgos más recientes han revelado que el VEGF también tiene efectos 

directos sobre las células neuronales, ya que los receptores del VEGF están presentes en estas 

células. Se ha observado en modelos animales que el deterioro de la expresión del VEGF 

conduce a la manifestación de signos de degeneración de las neuronas motoras [192]. Por lo 
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tanto, la disminución de los niveles de VEGF limitaría la perfusión del tejido neural y la 

protección neural del feto, lo que provocaría trastornos neuronales. 

 

 miR-132-3p  
 

Como se ha explicado en el apartado de resultados, si bien este miRNA no ha sido 

resultado directo de la secuenciación de la sangre de cordón umbilical decidimos realizar un 

análisis del mismo por la fuerte evidencia descripta en la literatura de su asociación con el 

desarrollo neuronal. Este miRNA proviene de la familia del cluster miR-212/132 y su papel 

fundamental se relaciona con la regulación de varias vías de señalización en el desarrollo 

neuronal (morfogénesis neuronal y plasticidad sináptica)[137][205].Por otro lado ha sido 

investigado por su papel en la carcinogénesis de tumores sólidos [206] y en la regulación de la 

hipertrofia cardíaca y la autofagia en los cardiomiocitos [207][208] y se relaciona con 

diferentes condiciones anormales en el tejido hepático[209] y adiposo[210]. 

La producción de miR-132 es crucial para la función neuronal y se incrementa siempre 

que el tejido neuronal se ve amenazado, no sólo por la hipoxia fetal[211][212] sino también 

por otros agentes nocivos como la bupivacaína[213], o el valproato. En este sentido, a pesar 

de que los mecanismos de estimulación de miR-132 no se han descrito completamente, 

parece ser un punto final común para diferentes vías de protección, como las que actúan 

mediante acetilcolina [214],la melatonina[214][215] y especialmente los factores 

neurotróficos derivados del cerebro (BDNF).[216][217]. 

En nuestro estudio, cuando se realizó el análisis de expresión ha llamado la atención 

su sobreexpresión significativa en los fetos con RCF. Sin embargo al realizar un análisis de 

asociación de este miRNA con los parámetros clínicos, solo se observó  asociación con el 

percentil de peso corporal y no así con los parámetros Doppler (CPR MoM) que de alguna 

manera esperábamos que ocurriese para elegir a este miRNA como biomarcador del 

neurodesarrollo. 

Una posible explicación de esta aparente incongruencia podría ser la existencia de 

diferentes fuentes de expresión de miR-132, no necesariamente el cerebro en relación directa 

con la vasodilatación cerebral. La evidencia acumulada indica que los miRNAs se secretan en 

exosomas o formas encapsuladas en microvesículas [218][219]o se liberan en formas libres de 

vesículas unidas a proteínas. Además, como se describió anteriormente la producción de miR-

132 también se ha relacionado con la actividad hepática, cardíaca, y del tejido adiposo, que 
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también son fuentes plausibles de producción de miR-132 en fetos con RCF. Por lo tanto, los 

niveles sanguíneos de miR-132 no tienen por qué reflejar la actividad de miR-132 en el 

cerebro, que puede ser de hecho un objetivo de producción externa, también podrían ser el 

resultado de la producción de miR-132 en diferentes lugares. 

 

Otro hallazgo importante en nuestro estudio fue el hallazgo de la acción sinérgica 

de miR-185-5p y miR-25-3p (figura 10).La identificación de los miRNAs que trabajan de forma 

sinérgica reveló dos dianas de interés SREBF2 y ABCG4 y como se ha dicho antes, ambos 

involucrado en la biosíntesis y homeostasis del colesterol. 

Esto nos resultó novedoso ya que hasta el momento, sólo se han identificado y 

confirmado unos pocos casos de regulación sinérgica de dianas por miRNAs 

cooperantes[220][161].   

Como se ha mencionado previamente los pares de miRNAs pueden regular 

sinérgicamente las dianas mutuas para facilitar una represión más eficaz de la diana, un 

posible mecanismo sofisticado de regulación de las dianas de miRNA.[160][161]. 

Esto es de gran importancia ya que, la expresión selectiva de miRNAs cooperantes 

podría ser adoptada por las células para facilitar patrones de expresión génica distintivos y 

afinados para satisfacer los requerimientos en diferentes escenarios biológicos. Tampoco es 

casualidad que su acción cooperante esté relacionada con la biosíntesis y homeostasis de 

colesterol, ambas cruciales en el desarrollo fetal[221]. 

El feto tiene dos formas de regular el colesterol, una por el paso a través de la barrera 

placentaria y la otra por la síntesis fetal "de novo". Estudios anteriores han demostrado que, 

en la RCF, la reducción del colesterol se debe sobre todo a una disminución de su síntesis[222]. 

La proteína de unión al elemento de respuesta al esterol (SREBP)-2 es un factor de 

transcripción que desempeña un papel crucial en la regulación del metabolismo del colesterol 

mediante el control de la expresión de genes relacionados con la biosíntesis de novo del 

colesterol y la captación de LDL[222].  

Los estudios sobre miR-185-5p han demostrado que su sobreexpresión en células 

hepáticas reprime la expresión y el nivel de SREBP-2, la captación de LDL y la actividad de la 

HMG-CoA reductasa[223][224].También hemos encontrado mismas dianas entre  miR-132-3p 

y miR-25-3p, por ejemplo,  ambos  tienen como diana al gen MEIS1, implicado principalmente 

en la diferenciación de los cardiomiocitos y la hipertrofia del músculo cardiaco.  
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En la figura 16 podemos ver la interacción de los miRNAs  seleccionados, sus dianas y 

las funciones anteriormente descriptas[225].  

Al realizar un análisis de asociación pudimos observar que la adición de la expresión 

de miR-132 a la CPR MoM podría mejorar la detección del compromiso fetal intraparto  o que 

la expresión de miR 185-5p muestra una fuerte correlación negativa con la CPR MoM, pero 

estos datos no son reproducibles, al menos en este momento, en la práctica clínica por que 

los valores de expresión de éstos miRNAs fueron obtenido del sangre de cordón umbilical; y 

la cordocentesis es una técnica invasiva que está reservada para casos particulares, ya que no 

está exenta de riesgos. 

En una segunda parte del estudio y habiendo encontrado una gran asociación entre la 

fisiopatología de la restricción de crecimiento y  los miRNAS hallados en el cordón umbilical, 

procedimos a buscar éstos mismos en  muestras de sangre materna  pareadas con las 

muestras de cordón analizadas para poder analizar la interacción materno-fetal de éstos 

factores epigenéticos. 

La interacción materno-fetal representa, no solo, una comunicación hormonal y 

metabólica sino también inmunológica coordinada y bidireccional entre dos seres vivos. Parte 

de esta interacción está mediada por los cambios epigenéticos que se producen a lo largo del 

embarazo, causados por factores ambientales que influyen en la unidad materno-fetal desde 

el inicio de la gestación[226][227][228].En este sentido, el descubrimiento de que la placenta 

es una fuente importante de ácidos nucleicos fetales, que se liberan constantemente en la 

sangre materna desde la implantación nos ha permitido pensar en la posibilidad de que los 

miRNAs hallados en sangre de cordón podían estar presentes en la sangre materna. 

Diferentes estudios han demostrado que los miRNAs placentarios que se producen en 

las células del trofoblasto, pueden ser exportados tanto a la circulación fetal como a la 

materna [229][230][231]. Lamentablemente, nuestros resultados muestran que los diferentes 

perfiles de expresión de varios miRNA observados en la sangre fetal no persisten en la 

circulación materna.  

Posiblemente, porque a pesar de la existencia de una transferencia bien conocida de 

miRNA entre la sangre fetal y materna, las diferencias de concentración en el lado fetal 

causadas por la secreción específica de órganos fetales no pueden trasladarse completamente 

a la circulación materna. 
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Esto podría ser explicado que  mientras que la liberación de miRNA de los trofoblastos 

al compartimento materno es directa y no requiere atravesar otras capas tisulares, el tráfico 

de los trofoblastos al compartimento fetal y viceversa requiere atravesar la membrana basal 

y las células endoteliales. 

Esta evidencia ha sido apoyada en varios estudios. Por ejemplo en un estudio llevado 

a cabo por Mouillet et al.[111] no han observado diferencias significativas en los niveles 

circulantes de miRNA específicos de  la placenta (mir-517a y miR-518b) en muestras de plasma 

materno de embarazos con evolución normal y embarazos con RCF. Los estudios de 

Hromadnikova et al. [232] tampoco observaron diferencias significativas en los niveles 

plasmáticos maternos de miRNA específicos de la placenta (miR-520a, 520h, 525, 526a, 516-

5p, 517 y 518b) entre embarazos de evolución normal y aquellos con RCF clínicamente 

establecido. 

Por otro lado, un estudio reciente donde se analizó el patrón de expresión en plasma 

materno y fetal de los miRNAs C19MC[233] descubrió que los miRNAs C19MC en  plasma 

materno y fetal eran menos abundantes pero mostraban una mayor varianza que su patrón 

de expresión en la placenta. Además, no había correlación entre el nivel total de miRNAs 

C19MC en la placenta y su nivel en el plasma materno y fetal [233]. Esto podría explicar una 

posible hipótesis de que la disfunción de la placenta conocida en la restricción de crecimiento 

sería el causante de la atenuación  la biogénesis de miRNA, alterando su posterior liberación 

en el plasma.  

Los patrones de expresión de los miRNAs difieren para tejidos específicos y estados de 

diferenciación. No siempre está claro si los patrones de miRNA alterados son la causa directa 

de la patología o más bien un efecto indirecto de los cambios en el fenotipo celular [100] .Por 

lo que antes de que estos miRNAs se utilicen clínicamente como biomarcadores de 

complicaciones maternas o fetales, es importante entender el origen de estos miRNAs y la 

forma en la que se regula su producción; y comprender los motivos en  las diferencias de 

concentración entre los compartimentos. 
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CONCLUSIÓN 

 Nuestro estudio ha permitido no solo poner en evidencia los cambios moleculares  que 

se producen en la restricción de crecimiento tardía sino también comprender de qué manera 

muchas de las afecciones del adulto tienen su origen en la vida intrauterina.  

Por otro lado el análisis de los miRNAs nos ha permitido concluir: 

1. Los fetos con RCF tardío expresan un perfil de miRNA en sangre de cordón umbilical 

diferente, que incluye la sobreexpresión de miR-25-3p, miR-185-5p y miR-132-3p. 

2. El análisis de las vías y la ontología génica reveló una sobrerrepresentación de ciertas vías 

moleculares asociadas al desarrollo cardiaco y la muerte neuronal. Además, la priorización 

de miRNAs sinérgicos puso de manifiesto la importancia de miR-185-5p y miR-25-3p en el 

metabolismo de colesterol. 

3. La mayoría de los casos con sobreexpresión de miR-132-3p presentan centiles de peso 

corporal bajos lo que explicaría una correlación entre la expresión de miR-132-3p y el 

percentil de peso al nacer. 

4. La sobreexpresión de miR-185-5p está inversamente correlacionada con  CPR MoM y su 

papel fundamental está relacionado con la respuesta a la hipoxia que modula el 

metabolismo del VEGF y la plasticidad neuronal.  

5. El perfil diferencial de miRNA observado en la sangre de los fetos con RCF no se transmite 

significativamente a través de la placenta y, por lo tanto, no puede detectarse mediante 

muestras de sangre materna; y 

Por el momento, la sobreexpresión de miRNAs hallada en sangre de cordón umbilical no 

es reproducible en la práctica clínica ya que al ser aislados en sangre de cordón umbilical, 

la {única manera de reproducir estos resultados intraútero sería con cordocentesis, y ésta, 

es una técnica no exenta de complicaciones fetales. 

6. La investigación futura dirigida debe centrarse en perfiles diferenciales de miRNAs 

específicos en sangre materna. 

7. Se necesitan más trabajos para evaluar sus niveles en la sangre materna con el fin de 

valorar si podría mejorar la comprensión de la RCF de aparición tardía y la predicción de la 

discapacidad neurocognitiva.  
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CONTINUACIÓN DEL ESTUDIO 

Los métodos presentados y los resultados obtenidos en esta tesis nos han permitido 

realizar un nuevo enfoque en la investigación, esta vez, centrada directamente en el análisis 

de las muestras de sangre materna, ya que con este trabajo concluimos que el perfil diferencial 

de miRNA observado en la sangre de los fetos con RCF tardío no se transmite 

significativamente a través de la placenta y no puede verse reflejado en el análisis de sangre 

materna. 
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