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Chronic Fatigue Syndrome/Myalgic Encephalomyelitis 

(CFS/ME) is a debilitating multisystemic disease of unknown 

ethiology, with a reported increasing prevalence. Its diagnosis is 

exclusively based on clinical parameters due to a total absence of 

specific biomarkers. The lack of success of the efforts towards 

CFS/ME biomarker identification could be due to participant 

heterogeneity, differences in the type of sample analyzed or 

methodological inconsistencies across studies. To minimize these 

potential biases this study focused on the analysis of samples from 

severe cases proceeding from the monographic UK ME Biobank. 

Participants were carefully diagnosed and phenotyped by highly 

qualified medical specialists and the samples obtained by standard 

operating procedures (SOPs). Our results show significant 

differences in the expression of certain microRNAs in PBMCs 

(peripheral blood mononuclear cells) and in EVs (extracellular 

vesicles). Additionally differences in EV yields, average size, 

membrane potential, composition and function were also found. All 

these variables have shown an acceptable discrimination capacity at 

the individual level, indicative of their potential as biomarkers of this 

disease. 
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El Síndrome de Fatiga Crónica / Encefalomielitis Miálgica 

(SFC/EM) es una enfermedad multisistémica debilitante de etiología 

desconocida, con prevalencia al alza. Su diagnóstico se basa 

exclusivamente en parámetros clínicos debido a la ausencia total de 

biomarcadores específicos. La falta de éxito de los esfuerzos 

dirigidos a la identificación de biomarcadores de SFC/EM podría 

deberse a la heterogeneidad de los participantes, las diferencias en 

el tipo de muestra analizada o las inconsistencias metodológicas 

entre estudios. Para minimizar estos posibles sesgos, el presente 

estudio se centró en el análisis de muestras de casos graves 

procedentes del biobanco monográfico de casos de ME en Reino 

Unido. El diagnóstico y fenotipado lo realizaron médicos especialistas 

y las muestras se obtuvieron mediante procedimientos operativos 

estándar. Nuestros resultados muestran diferencias significativas en 

la expresión de ciertos microARNs de células mononucleares de 

sangre periférica (CMSP) y en vesículas extracelulares (VEs). 

Además, también se observaron diferencias en el número de VEs, 

tamaño promedio, potencial de membrana, composición y función. 

Todas estas variables mostraron una capacidad discriminatoria 

aceptable a nivel individual, indicando su potencial como 

biomarcadores de la enfermedad.  
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1 Contexto histórico de la definición y 

nomenclatura del Síndrome de Fatiga 

Crónica/Encefalomielitis Miálgica 

(SFC/EM)  
Los primeros registros del Síndrome de Fatiga 

Crónica/Encefalomielitis Miálgica (SFC/EM) se remontan a 1934, año 

en el cual se reportó un brote de casos de una enfermedad 

desconocida hasta el momento. Los pacientes presentaban una 

sintomatología común, destacando: malestar general, dolor de 

garganta, dolor de los ganglios linfáticos y signos de encefalomielitis. 

Inicialmente se creyó que se trataba de un brote de poliomielitis, pero 

al no detectar la presencia de este virus, se descartó esta posibilidad 

y se determinó que debería tratarse de una enfermedad nueva a la 

que denominaron Neuromiastenia epidémica [1,2]. 

En 1955, el Royal Free Hospital de Londres reportó un 

aumento considerable de casos de una enfermedad sin identificar, 

que guardaba similitud con la Neuromiastenia epidémica aunque con 

sintomatología muy variada. Los síntomas principales incluían 

malestar general, dolor de los nódulos linfáticos y dolor de garganta, 

además de signos de encefalomielitis, como cefaleas, fiebre e 

inflamación, con carácter común en todos los pacientes. El origen de 

este brote no se llegó a identificar, pero el desencadenante parecía 
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ser una infección previa. Al carecer de datos suficientes que 

permitieran definir el origen, se determinó el uso de Encefalomielitis 

miálgica benigna para hacer referencia a esta nueva enfermedad 

[1,2]. 

En los años siguientes, se detectó un aumento importante de 

casos relacionados con esta nueva enfermedad. De nuevo, sin poder 

identificar sus factores desencadenantes. A este respecto, la 

Sociedad Europea de Psiquiatría propuso que su origen podría estar 

relacionado con fenómenos psicosociales, en los cuales, la histeria 

masiva por parte de los afectados, acompañada por una percepción 

alterada de la comunidad médica, podría llevar a una 

sobreestimación de la relevancia de esta enfermedad. Además, dado 

que la prevalencia era superior en mujeres y que no existía una 

explicación fisiológica de los síntomas descritos por los pacientes, se 

sugirió que se considerase como un trastorno psiquiátrico, 

aconsejando la derivación de los enfermos a especialistas en este 

campo, además de proponerse la redefinición de la enfermedad y la 

adecuación de su nomenclatura a Mialgia Nerviosa [1,2].  

Las declaraciones de la Sociedad Europea de Psiquiatría 

generaron gran controversia en la comunidad científica. En especial 

cabe nombrar a investigadores como el Dr. Melvin Ramsay, firme 

defensor de la creencia de que los síntomas eran debidos a factores 

biológicos aún desconocidos, y que por tanto refutaba enérgicamente 
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la propuesta de una afectación psicológica somatizada. Sin embargo, 

la necesidad de proporcionar una explicación clínica a esta 

enfermedad, llevó a que gran parte de la comunidad médica aceptara 

la premisa de afectación psicológica, provocando su estigmatización, 

así como notables retrasos en su investigación [1,2]. 

En 1986 los esfuerzos del Dr. Ramsay comenzaron a dar su 

fruto, publicando lo que constituirían los criterios del primer 

diagnóstico clínico de la Encefalomielitis Miálgica (EM). Así, la 

enfermedad pasó a definirse como una forma única de fatiga 

muscular, originada por el mínimo esfuerzo físico, cuyos síntomas 

pueden alargarse de tres a un número indeterminado de días. 

Además, la enfermedad también se definió como una fatiga 

debilitante crónica, acompañada de una combinación de síntomas 

que podrían variar entre los afectados, destacando: dolor de 

garganta, dolor y sensibilidad de los ganglios linfáticos, dolor de 

cabeza, mialgias y artralgias [1,2].  

Al mismo tiempo, diversos estudios fisiopatológicos 

evidenciaron que la sintomatológia asociada a esta enfermedad, 

provocaba un estado altamente incapacitante del enfermo, por lo que 

sugirieron la abolición del término benigna, dejando así el nombre de 

EM con que se conoce actualmente [1]. 
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Paralelamente, a mediados de los 80 se detectaron dos 

brotes de una nueva enfermedad en los estados de Nevada y Nueva 

York de EEUU, caracterizada por una fatiga crónica altamente 

debilitante, acompañada de un gran espectro de síntomas entre los 

afectados, destacando dolor de garganta, dolor de los nódulos 

linfáticos, debilidad, mialgias y artralgias. La aparición de estos 

brotes se vinculó al virus Epstein-Barr, por lo que recibió el nombre 

de Síndrome Crónico del virus Epstein-Barr [1,3].  

El aumento del número de afectados de esta nueva 

enfermedad, captó la atención del Centro de Control y Prevención de 

Enfermedades (CDC) estadounidense, cuya respuesta fue la 

creación de una asociación de expertos que debían recabar toda la 

información posible relacionada con esta nueva enfermedad y 

desarrollar los procedimientos necesarios para su manejo en la 

clínica [1].  

La conclusión a la que llegó este grupo de trabajo, en 

concordancia con lo aquí expuesto, es que no se trataba de una 

nueva enfermedad, sino que parecía corresponder a previos brotes 

que habiendo recibido diferentes nombres se conocía en Europa 

como EM. Este mismo grupo de trabajo también aconsejó la 

redefinición de su nomenclatura a Síndrome de Fatiga Crónica (SFC) 

justificando que se trataba de una descriptiva neutral, que refería 

más directamente su síntoma central. Sin embargo, dado que el uso 
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del término Encefalomielitis Miálgica estaba muy extendido por 

ciertas regiones, por lo que más recientemente se decidió aunar 

ambas nomenclaturas bajo el término de Síndrome de Fatiga 

Crónica/ Encefalomielitis Miálgica (SFC/EM), que parece haber sido 

aceptado por la mayor parte de la comunidad médica [1,2]. 

En 1994 se publicaron los criterios diagnósticos de referencia 

para esta enfermedad, llamados criterios CDC-1994 o criterios 

Fukuda, en honor a quien los redactó [4].  

En años posteriores varios han sido los esfuerzos dirigidos a 

la mejora de estos criterios, con la finalidad de identificar grupos de 

enfermos homogéneos que garanticen el éxito de la investigación de 

esta patología. A este respecto, en 2003 el ministerio de sanidad 

Canadiense, creó un consorcio que incluyó expertos en el estudio de 

esta enfermedad con el fin de actualizar la información del SFC/EM y 

elaborar unos criterios más restrictivos que se irían actualizando 

periódicamente para incluir nuevos hallazgos: los Criterios del 

Consorcio Canadiense (CCC) [5]. 

En la actualidad existen un total 20 criterios diferentes para 

diagnosticar el SFC/EM, de entre los cuales los criterios del 

Consenso Internacional publicados en el 2011, han sido unos de los 

últimos en incorporarse a esta lista [1,6]. Estos criterios han reabierto 

la discusión acerca de la nomenclatura de esta enfermedad, 
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sugiriendo la separación entre la EM y el SFC [7]. Sin embargo, la 

propuesta no ha sido popularmente aceptada por la comunidad 

científica, dada la falta de indicios que permitan justificar la necesidad 

de diagnosticar el SFC/EM como dos enfermedades distintas [8]. 

El elevado número de criterios diagnósticos ha dificultado el 

estudio del SFC/EM imposibilitando la comparación de cohortes 

estudiadas por distintos grupos. A este respecto, en 2017 el National 

Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) impulsó una 

iniciativa enfocada a elaborar una guía de referencia que debería ser 

utilizada a la hora de estudiar el SFC/EM.  

De esta iniciativa surgieron los Common Data Elements 

(CDE), o registro mínimo de datos necesarios para el estudio del 

SFC/EM, con la finalidad última de reducir las variables de confusión 

asociadas al diagnóstico y garantizar la recogida de variables 

relevantes permitiendo estandarizar en la medida de lo posible el 

estudio de esta enfermedad. Además, estas guías también servirían 

como punto de inicio para los nuevos grupos de investigación que 

decidiesen invertir sus esfuerzos en el estudio del SFC/EM. Detalles 

del trabajo de este consorcio en el que ha participado la UCV, con la 

Dra. Oltra como directora del grupo de biomarcadores pueden 

consultarse en la web del NIH 

(https://www.commondataelements.ninds.nih.gov/Myalgic%20Enceph

alomyelitis/Chronic%20Fatigue%20Syndrome) [9].  

https://www.commondataelements.ninds.nih.gov/Myalgic%20Encephalomyelitis/Chronic%20Fatigue%20Syndrome
https://www.commondataelements.ninds.nih.gov/Myalgic%20Encephalomyelitis/Chronic%20Fatigue%20Syndrome
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2 Diagnóstico del SFC/EM 
Como se ha mencionado anteriormente existen un total de 20 

criterios diferentes para diagnosticar el SFC/EM, todos ellos basados 

en criterios clínicos, ya que hasta el momento no se ha podido 

identificar ningún biomarcador generalmente asociado con la 

enfermedad [1,6]. El diagnóstico se realiza utilizando diferentes 

cuestionarios y percepciones del paciente, este subjetivismo 

inherente lamentablemente deriva en heterogeneidad diagnóstica [6]. 

De los diferentes métodos diagnósticos que existen, los 

criterios de del CDC-1994, también llamados criterios Fukuda [4], 

parecen haber sido los más utilizados tanto en la clínica como en la 

investigación, posiblemente por su antigüedad y el cambio que 

aportaron en su aparición. Sin embargo, son los Criterios del 

Consenso Canadiense [5], actualizados en el 2010, los que están 

adquiriendo mayor relevancia, por permitir un diagnóstico más 

definido y restrictivo del SFC/EM, utilizando como síntoma esencial la 

intolerancia al esfuerzo y permitiendo detallar la sintomatología 

asociada con esta enfermedad. 

2.1. Criterios CDC-1994 (Fukuda) 

Estos criterios definen el SFC/EM como una fatiga crónica de 

carácter persistente o recurrente reportada por el paciente, que 

puede extenderse 6 o más meses consecutivos. Además, para 
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confirmar el diagnóstico los pacientes han de presentar por lo menos 

cuatro de los siguientes síntomas; problemas de memoria o de 

concentración, dolor de garganta, dolor de los ganglios linfáticos, 

dolor muscular, dolor articular, dolor de cabeza, sueño no reparador 

o malestar post-esfuerzo [1,4]. 

Estos criterios también recogen ciertas condiciones médicas 

excluyentes, que podrían explicar la fatiga crónica por condiciones 

clínicas alternativas, tales como: asma, hipotiroidismo, apnea del 

sueño o narcolepsia, diagnóstico médico previo de enfermedades 

como cáncer o hepatitis B o C, trastorno depresivo mayor, trastorno 

bipolar, esquizofrenia, demencia, así como anorexia o bulimia 

nerviosa, además de condiciones de alcoholemia u obesidad severa 

[1,4]. 

Asimismo, también se recogen ciertas comorbilidades que no 

son excluyentes para el diagnóstico del SFC/EM, entre las que se 

encuentran otras enfermedades sin diagnóstico objetivable tales 

como la Fibromialgia (FM), desórdenes de ansiedad, trastornos 

somatomorfos, y la sensibilidad química múltiple [1,4]. 

2.2. Criterios Consenso Canadienses 

Estos criterios nacieron en el 2003, fruto del trabajo de una 

agrupación de diferentes expertos internacionales convocados por el 



Introducción general 

59 
 

Departamento de Salud de Canadá, cuya finalidad fue establecer las 

pautas que deberían seguir los facultativos para diagnosticar el 

SFC/EM. En 2010 se realizó una revisión de estos criterios con el 

objetivo de optimizar el diagnostico de esta enfermedad, además de 

recomendar el uso del cuestionario Short Form 36-Item (SF-36) que 

valora la calidad de vida del paciente para completar el diagnostico 

[1,5]. 

Dado que la fatiga es un síntoma presente en muchas 

enfermedades, el diagnóstico de SFC/EM requiere que el paciente 

presente cuatro de los siguientes síntomas: fatiga, malestar o fatiga 

post-esfuerzo, sueño no reparador y dolor muy extendido con 

carácter migratorio. Así como dos o más de los siguientes síntomas: 

problemas cognitivos, alteraciones del sistema inmunológico, 

alteraciones del sistema neuroendocrino o problemas neurológicos. 

Además, estos síntomas deben prolongarse por lo menos durante 6 

meses [1,5]. 

Como en el caso de los criterios de Fukuda, también se 

recogen ciertos criterios de exclusión como padecer cáncer, 

diabetes, hipo- e hipertiroidismo, así como trastornos reumatológicos 

como artritis reumatoide, lupus o poliomielitis, trastornos del sistema 

inmune como el SIDA, trastornos neurológicos tales como esclerosis 

múltiple o Parkinson entre otros [1,5]. 
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Además, también se contemplan ciertas comorbilidades, que 

no son excluyentes del diagnóstico del SFC/EM, entre las que 

destaca la FM, el Síndrome del Colon Irritable, las migrañas, así 

como ciertos tipos de alergias [1,5]. 

3 Patofisiología  
Los mecanismos patofisiológicos subyacentes del SFC/EM 

todavía no han sido identificados. A pesar de esto, algunos estudios 

recientes han demostrado disfunciones del sistema nervioso, 

alteraciones del sistema inmunológico y de las rutas inflamatorias, 

alteraciones de la musculatura, mitocondriales, trastornos 

metabólicos y disfunciones de la microbiota intestinal [2,10,11].  

La heterogeneidad de las alteraciones encontradas hace 

pensar que dentro del SFC/EM existen subgrupos o subtipos de 

pacientes. La identificación de biomarcadores específicos de síntoma 

junto con un extenso y detallado fenotipado del paciente son algunas 

propuestas para la clasificación de tales subtipos y por tanto para el 

correcto diagnóstico de esta enfermedad [10,11].  

3.1. Alteraciones del sistema inmune 

Dentro de los trastornos relacionados con el SFC/EM, las 

alteraciones del sistema inmune han sido extensamente estudiadas. 

A este respecto se han reportado alteraciones de la función y 
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diferenciación de los diferentes tipos de células del sistema inmune, 

un estado de inflamación sistémica producida por un aumento de la 

producción de moléculas pro-inflamatorias, así como un aumento 

significativo del estrés oxidativo. 

3.1.1. Inflamación  

La inflamación crónica y generalizada es una de las 

principales características del SFC/EM. Aunque el agente 

desencadenante no se conoce con exactitud, se cree que pudiera 

derivar de una infección de tipo viral acompañada de un aumento 

descontrolado en la producción de moléculas pro-inflamatorias, 

causantes del estado de fatiga crónica en el SFC/EM [2,10,12]. 

Entre los cambios pro-inflamatorios que se han asociado con 

el SFC/EM destacan: un aumento significativo de las IL-1, IL-2, IL-4 

,IL6 ,TNF-α, TGFβ y de la proteína C reactiva [12], aunque dada su 

heterogeneidad de presentación, se ha sugerido que estas 

moléculas, no representan un papel relevante en el SFC/EM [10,13]. 

Los hallazgos en grupos reducidos de pacientes no se han podido 

validar y por tanto no se dispone de biomarcadores inflamatorios del 

SFC/EM. 

3.1.2. Inmunoglobulinas 

Otra de las alteraciones inmunológicas relacionadas con el 

SFC/EM, son los cambios en los niveles séricos de ciertos tipos de 
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inmunoglobulinas (Ig). En concreto se han reportado niveles bajos de 

ciertos subtipos de IgG, así como un aumento significativo de IgA e 

IgM. Esta situación se cree pudiera derivar de la presencia de 

lipopolisacáridos (LPS) de origen bacteriano en el torrente 

sanguíneo, cuya presencia se cree es debida a un aumento de la 

permeabilidad intestinal junto a trastornos en la microbiota [2,14]. 

3.1.3. Actividad de las células NK 

En el caso concreto de las células NK, los hallazgos muestran 

anomalías en su actividad citotóxica de carácter variable entre 

pacientes SFC/EM, lo que indica pudieran servir para la 

estratificación de pacientes [10]. 

En concreto se han identificado alteraciones de ciertos 

marcadores de membrana de este tipo celular, cuya función es 

esencial para su actividad. Por ejemplo en un subgrupo de pacientes 

se detectaron niveles bajos de perforina, proteína esencial para su 

actividad citolítica [10,15], aunque también se han identificado niveles 

altos de esta proteína en otra cohorte [16], sugiriendo la relación 

entre la SFC/EM y una alteración funcional de estas células. 

3.1.4. Autoinmunidad 

El estado de inflamación generalizada característico del 

SFC/EM, se ha asociado con infecciones recurrentes que acaban 

desencadenando un estado de hiperestimulación inmune, y 
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autoinmunidad [2,17]. La naturaleza/tipo de estos autoanticuerpos, se 

ha vinculado con la sintomatología de la enfermedad. Además, no 

todos los pacientes de SFC/EM presentan el mismo tipo de 

autoanticuerpos, lo que parece indicar que esta característica podría 

así mismo ser de utilidad para estratificar a los pacientes [17]. 

También se ha detectado la sobreestimulación de ciertas 

cascadas celulares, como la cascada de 2-5A/RNAsa L, cuya 

activación depende de la presencia de agentes víricos como parte de 

la respuesta del sistema inmune innato. Se ha propuesto que esta 

cascada queda permanentemente activa, desencadenando la 

activación crónica del sistema inmune, incluso en ausencia de un 

agente viral [2,18].  

Más recientemente, se ha sugerido la activación de ciertos 

elementos transponibles producidos por cambios en el patrón de 

metilación del ADN genómico de los pacientes de SFC/EM, cuya 

expresión podría estimular el sistema inmune innato, 

desencadenando una respuesta inmune en ausencia de patógeno 

[19]. 

3.2. Alteraciones del eje hipotalámico-hipofisario-

adrenal 

Las alteraciones del funcionamiento del eje hipotalámico-

hipofisario-adrenal (HHA) se han vinculado con ciertos grupos de 
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pacientes de SFC/EM, manifestándose con síntomas como 

artralgias, mialgias, trastornos del sueño, así como una notable 

reducción de los niveles plasmáticos de cortisol [2,20]. La disfunción 

del eje HHA también se relaciona con anomalías en la producción de 

hormonas tiroideas, y en concreto en pacientes de SFC/EM con un 

estado de hipotiroidismo, cuya repercusión es la estimulación del 

sistema inmune, así como la inducción de los procesos inflamatorios 

[21,22]. 

3.3. Alteraciones del sistema nervioso central 

El estado de inflamación generalizada, característico de esta 

enfermedad, desencadena la sobreestimulación continua del Sistema 

Nervioso Central (SNC) [2], en concreto de los nociceptores, que 

acaba estimulando las células de la glía e induciendo la liberación de 

TSPO (Translator protein), una proteína mediadora de la inflamación 

del sistema nervioso central [2,23]. Esta situación genera un efecto 

de retroalimentación positiva, que acaba desencadenando la 

inflamación generalizada del SNC [11,24].  

La persistencia de este estado neuroinflamatorio puede llevar 

al desarrollo de problemas cognitivos como pérdida de memoria o de 

concentración, síntomas de depresión, así como dolor crónico 

[2,10,23]. Además, acaban generando un estado de 

hipersensibilidad, provocado por la respuesta excesiva de los 
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nociceptores [24], reduciendo el umbral de dolor percibido por los 

pacientes, síntoma característico de esta enfermedad [25] y de la 

comórbida FM. 

3.4. Anomalías metabólicas 

La fatiga altamente debilitante presente en el SFC/EM, ha 

llevado lógicamente a que los investigadores sospechen que existen 

anomalías metabólicas relacionadas con la producción de energía en 

estos pacientes [10]. De hecho algunos autores han reportado 

diferencias en la concentración plasmática de ciertos aminoácidos, 

tales como glutamina, ornitina, citrulina, lactato e isocitrato indicando 

una afectación de su metabolismo con vinculación al ciclo de la urea 

[10,26,27]. 

Otros han evidenciado una notable reducción la actividad de 

la enzima Piruvato deshidrogenasa [28], proteína esencial para la 

producción de piruvato, así como una disminución de la actividad 

glicolítica en SFC/EM [29]. Estos defectos generan anomalías en la 

ruta de los Ácidos Tricarboxílicos, principal ruta de generación de 

energía [10,27]. Asimismo, también se ha observado la reducción de 

los niveles séricos de la enzima creatina fosfoquinasa, enzima 

esencial en la síntesis y mantenimiento de la homeostasis del ATP ya 

que ,la producción de ATP en músculo esquelético de sujetos sanos 

en condiciones limitantes de glucosa, se obtiene de la creatinina 
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fosfato. Los bajos niveles de Creatina fosfoquinasa en SFC/EM 

podrían, por tanto, estar relacionados con el malestar post-esfuerzo 

de los pacientes [30].  

En definitiva, estas alteraciones hacen que los pacientes de 

SFC/EM cuenten con niveles bajos de reservas energéticas, lo que 

explicaría su alta intolerancia al ejercicio [31]. Los mecanismos 

comunes a la enfermedad, en caso de existir, quedan por determinar. 

3.5. Alteraciones de la microbiota  

Recientemente, se han identificado alteraciones de lo que se 

considera estado normal del microbioma intestinal en pacientes de 

SFC/EM, que podrían ser útiles para su estratificación. 

En concreto se han observado pérdidas de la diversidad 

bacteriana, detectándose un aumento de bacterias Gram-positivas 

productoras de ácido láctico. Esto se traduce en una reducción del 

pH intestinal que puede comprometer la permeabilidad intestinal, 

favoreciendo la translocación de compuestos tóxicos al torrente 

sanguíneo, incluido el propio ácido láctico [32]. Es interesante que se 

hayan identificado pacientes de SFC/EM con niveles elevados de 

ácido láctico en sangre que podría derivar de un desbalance en el 

microbioma como el descrito [33–35]. 
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El aumento de la permeabilidad intestinal, también favorece la 

translocación al torrente sanguíneo de compuestos inmunogénicos 

secretados por las bacterias intestinales, así como las propias 

bacterias, generando procesos infecciosos. Esta situación 

desencadena la activación del sistema inmune provocando una 

inflamación generalizada y síntomas asociados entre los descritos 

para esta enfermedad [2,13,14]. 

4 Relevancia del SFC/EM 
El SFC/EM ha sido clasificado dentro de la Clasificación 

Internacional de Enfermedades con dos códigos diferentes, R53.82 y 

G93.3, utilizando esta última codificación si la aparición de los 

síntomas se ha producido tras una infección viral. Según la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) la prevalencia de esta 

enfermedad se establece entre el 0,23 al 0,41 % de la población 

mundial, sin ninguna vinculación a la edad de los afectados, pero 

siendo más común en mujeres (ratio mujeres: hombres 2:1 hasta 6:1) 

[36]. Sin embargo, el grupo EUROMENE (European Network on 

Myalgic Encephalomyelitis), establece que la prevalencia real del 

SFC/EM puede llegar hasta el 5% de la población, dependiendo de 

los criterios de diagnóstico utilizados o de la localización geográfica 

estudiada [37], lo cual resulta alarmante. 
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El carácter altamente incapacitante que caracteriza al 

SFC/EM ejerce un notable impacto sobre la vida de afectados y 

sobre el ambiente familiar, en especial para aquellos con afectación 

severa. En cuanto a su vida laboral se estima que los pacientes de 

SFC/EM pueden presentar una pérdida de productividad que 

alcanzaría hasta el 54%, situación agravada por las constantes bajas 

laborales debidas a rebrotes de la enfermedad, estimándose una 

pérdida económica directamente vinculada al SFC/EM de 15.200€ 

por paciente y año [16,38]. 

Asimismo, el SFC/EM presenta un elevado coste sanitario, ya 

que los retrasos en el diagnóstico provocan que los pacientes tengan 

que deambular durante largos períodos por el sistema sanitario, 

siendo constantemente derivados a diferentes especialistas, 

estimándose un retraso medio de casi un año en el diagnóstico de la 

enfermedad [1]. Además, al no existir un tratamiento específico, los 

pacientes consumen multitud de fármacos orientados a paliar la 

sintomatología de la enfermedad. Con todo esto, el coste sanitario 

asociado al SFC/EM oscilaría entre los 27.000 a 60.000€ por persona 

y año [39].  

5 Tratamiento del SFC/EM 
Como se ha mencionado, toda prescripción farmacológica 

asociada a esta enfermedad se destina a aliviar los síntomas del 
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paciente [40–43]. Esta situación provoca que, dado que la 

sintomatología es muy diversa, los pacientes reciban una gran 

variedad de fármacos, incrementando la posibilidad de efectos 

secundarios, y agravando en ocasiones la enfermedad. La 

polifarmacología además dificulta  la búsqueda de biomarcadores, ya 

que la ingesta de un alto número de fármacos, provoca grandes 

cambios del metabolismo de los pacientes, distorsionando y 

confundiendo las analíticas [44]. 

Entre los diferentes ensayos clínicos realizados, cabe 

destacar el uso del Rituximab, nombre comercial de anticuerpos 

monoclonales recombinantes anti-CD20, cuya función es inhibir la 

función de los linfocitos B, con expectativas de resultar curativo al 

eliminar la producción de autoanticuerpos. Aunque el ensayo clínico 

inicial, en fase 1 resultó esperanzador, la inclusión de un número 

mayor de pacientes mostró una clara falta de eficacia del tratamiento 

[45,46].  

6 Datos ómicos del SFC/EM 
A lo largo de las últimas décadas se han realizado diversos 

estudios ómicos cuya finalidad es identificar alteraciones asociadas 

al SFC/EM que pudiesen emplearse como biomarcadores de esta 

enfermedad.  
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A este respecto, cabe destacar los recientes datos obtenidos 

por el grupo de la Doctora Lubov Nathanson de la Universidad de 

Nova Southeastern, Florida, en colaboración con nuestro grupo en la 

UCV, centrados en el análisis de la metilación del ADN de pacientes 

de SFC/EM, detectándose un total de 17.296 sitios CpG con 

diferencias en el patrón de metilación asociados con 6.368 genes. 

Este trabajo reportó cambios en el patrón de metilación de la región 

promotora de genes relacionados con la señalización celular, así 

como el sistema inmune[47]. Este mismo grupo también ha reportado 

más de 5500 polimorfismo de nucleótidos únicos (SNPs, de sus 

siglas en ingles), relacionados en su mayoría con funciones 

biológicas como el sistema inmune y hormonal, organización de la 

matriz extracelular o el metabolismo[48]. 

Con respecto a los hallazgos en los cambios en la expresión 

de genes, se han reportado cambios en la expresión de algunos 

genes relacionados con la esclerosis múltiple, con diabetes tipo I o 

con la artritis reumatoide, así como, cambios en la expresión de 

microARNs, que serán presentados en la introducción del Capítulo I 

de este trabajo[49].  

Por otro lado, diversos grupos han llevado a cabo ensayos 

proteómicos de diversos fluidos como el plasma o líquido 

cerebroespinal, con la finalidad de identificar la presencia de 

proteínas que pudieran ser utilizados como biomarcadores, los 
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resultados mostraron el incremento en plasma de las proteínas Talin-

1, Filamina-A y 14-3-3, así como, la presencia de proteínas α-1-

macroglobulina, proteína I tipo amieloide, queratina 16, 

orosomucoide 2 o factores derivados del epitelio. También se han 

informado de cambios en las características de las VEs de los 

pacientes de SFC/EM, que serán presentados en la introducción del 

Capítulo II. Todavía no se conocen las causas de las diferencias en 

la presencia de estas proteínas ni cuál es su significado biológico 

[50,51].  

El presente trabajo se ha centrado en  un  análisis pionero de 

la expresión de microARNs en CMSPs y en VEs, conjuntamente con 

las características físico-químicas de estas vesículas y aspectos 

funcionales de las mismas en pacientes severos de SFC/EM, como 

vía de exploración de biomarcadores y de rutas celulares afectadas 

por la enfermedad. El valor de los datos aquí obtenidos recae en el 

hecho de que fueron obtenidos de los mismos pacientes, obviando la 

limitación impuesta por estudios dedicados a cohortes 

independientes. También presenta un avance en lo que respecta a la 

funcionalidad de factores acelulares de la enfermedad, no explorados 

en ningún estudio previo. Aunque otros datos ómicos podrían resultar 

igualmente valiosos para desvelar los mecanismos ligados a esta 

enfermedad, debe ser la integración de todos ellos lo que aporte 

definición de la regulación epigenética en relación a los factores de 
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rasgo genético en SFC/EM. Dado el carácter exploratorio de este 

estudio, que incluye el análisis de un número elevado de variables en 

las mismas muestras, el número de pacientes se limitó a 15 por 

grupo. 
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El principal objetivo de este trabajo es la búsqueda de 

biomarcadores del Síndrome de Fatiga Crónica /Encefalomielitis 

Miálgica (SFC/EM), ya sea molécula/s u otros indicadores presentes 

en sangre periférica que presenten capacidad discriminante respecto 

a la población sana, para utilizarlos en el desarrollo de test 

diagnostico objetivable de esta enfermedad. Además, estos 

biomarcadores podrían desvelar aspectos poco definidos de la 

fisiopatología del SFC/EM. 

Para dar respuesta a este objetivo, el presente trabajo ha 

evaluado dos tipos de fracciones obtenidas de sangre periférica: los 

microARNs y las vesículas extracelulares (VEs) de plasma. La 

presentación de los datos obtenidos con cada una de estas 

fracciones se distribuye en dos capítulos independientes con 

contenidos complementarios, y culmina con un análisis integrado de 

los resultados dirigido a identificar los mecanismos celulares 

asociados a SFC/EM y evidenciar su significado biológico.  
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1  Criterios de inclusión/exclusión del 

estudio, toma de muestra y análisis 

clínicos 
El estudio ha sido validado por dos Comités de Ética de 

Investigación independientes: el Comité de Ética de Investigación en 

Salud Pública DGSP-CSISP, Valencia (España), numero de estudio 

UCV_201701 y por el Comité de Revisión Ética del Biobanco UCL-

Royal Free London NHS Foundation Trust (B-ERC-RF), número de 

estudio EC2017.01.  

El reclutamiento de los participantes y la evaluación clínica, 

se llevó a cabo a través del Servicio de atención primaria y 

secundaria del Servicio Nacional de Salud de Reino unido (NHS). La 

evaluación de los pacientes se llevó a cabo mediante el cumplimiento 

de los criterios del CDC-1994 (Fukuda) [4] y del Consenso 

Canadiense [52].  

Los criterios de exclusión utilizados fueron los siguientes: (1) 

la ingesta de medicamentos antivirales o medicamentos que puedan 

alterar la función inmune en los 3 meses previos a la toma de 

muestra; (2) haber recibido alguna vacuna en los 3 meses previos a 

la toma de muestra; (3) antecedentes de enfermedades infecciosas 

agudas o crónicas tales como hepatitis B y C, tuberculosis, VIH, pero 

no infecciones por el virus del herpes; (4) padecer alguna 
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enfermedad crónica como cáncer, enfermedad coronaria o diabetes 

no controlada; (5) graves trastornos del estado emocional; (6) haber 

estado embarazada o amamantando en los últimos 12 meses o (7) 

padecer una obesidad mórbida (IMC≥40). 

Los pacientes gravemente enfermos con restricciones de 

movilidad recibieron una enfermera de investigación en su casa. El 

resto de participantes fueron invitados a un centro de reclutamiento 

para la evaluación clínica y toma de muestra. Se siguieron los 

Procedimientos Operativos Estandarizados (POE) para la 

identificación e invitación de los participantes; así como para las 

evaluaciones clínicas; evaluación de elegibilidad; flebotomía; 

transporte y recepción de muestras. El análisis de sangre se llevó a 

cabo en laboratorios preparados para este fin. La toma y registro de 

datos clínicos, su procesado, almacenamiento y liberación se 

ajustaron a la ley de protección de datos mediante su anonimización 

y codificado. 

Las muestras incluidas en el estudio constaron de 30 

muestras (15 por grupo) de Células mononucleares de la sangre 

periférica (CMSP) y 60 muestras (30 por grupo) de 1 ml de plasma 

pobre en plaquetas (PPP). Las muestras fueron proporcionadas por 

el biobanco monográfico para SFC/EM del Reino Unido, junto con las 

encuestas de Salud Completa (SF-36), que evalúa la afectación de 

los pacientes en una escala de 0 a 100  [53], Cuestionario de Salud 
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General (GHQ) [54], así como, los resultados de analíticas completas 

de sangre. 

Con la finalidad de fenotipar la cohorte de estudio, se 

emplearon tres cuestionarios centrados en la caracterización de 

partes clave de la sintomatología asociada al SFC/EM, en concreto el 

grado de fatiga percibido por los participantes se evaluó mediante la 

Escala de Severidad de la Fatiga, cuestionario ampliamente validado 

en pacientes con afectaciones crónicas como lupus o esclerosis 

múltiple, cuyo rango de valores oscila entre 0 a 7, siendo 7 el valor 

correspondiente a una fatiga severa [55]. El grado de dolor percibido 

por los participantes se evaluado utilizando la Escala Visual 

Analógica (EVA) para el dolor, que permite evaluar el dolor percibido 

y traducirlo a un valor numérico [56], y por último las alteraciones del 

sueño se evaluaron con el cuestionario de Somnolencia de Epworth 

que divide los trastornos del sueño en cuatro grupos dependiendo de 

la calificación obtenida; 0-10 normal, 11-14 leve, 15-18 moderado y 

19-24 severo [57]. 

A lo largo del trabajo, se utilizó una segunda cohorte 

muestras, que consistió en un total de 40 participantes (20 por 

grupo), de los que se obtuvieron colecciones de CMSPs y de PPP. 

Las muestras de pacientes procedieron de voluntarios de las 

asociaciones de SFC/EM de la Comunidad Valenciana, mientras que 
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las muestras de controles procedieron de voluntarios de sanos de la 

Universidad Católica de Valencia.  

Los voluntarios fueron citados en las Clínicas Universitarias 

de la Universidad Católica de Valencia, emplazadas en la Calle 

Guillem de Castro Nº46, Valencia, o en Valora Prevención S.L 

emplazada en la Avenida Reial Monestier Santa Maria de Poblet, 22, 

Quart de Poblet, Valencia, donde la obtención de las muestras se 

llevó a cabo por especialistas en esta disciplina. Posteriormente las 

muestras fueron procesadas en el laboratorio de investigación de la 

Universidad Católica de Valencia, Sede San Carlos Borromeo, 

Quevedo, 2, 46001 Valencia.  

El reclutamiento, la toma de muestra y el posterior análisis se 

llevó a cabo siguiendo los criterios metodológicos anteriormente 

mencionados para las muestras del biobanco. 

2 Obtención de muestras de sangre 
Las muestras de sangre se recogieron utilizando tubos de 

recolección de sangre (BD Vacutainer® cat. 366643), con 

anticoagulante K2EDTA, y se procesaron inmediatamente después 

de su obtención. Las muestras procedentes del Biobanco 

consistieron en una alícuota de 1 mL CMSPs (5x106 células/mL) y 

dos alícuotas de 1 mL de plasma. Para la segunda cohorte de 
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muestras analizadas en este estudio se recogieron 20 mL de sangre, 

el procesamiento de estas muestras se realizó siguiendo el protocolo 

del biobanco monográfico UK ME Biobank.  

El tiempo máximo desde la obtención de la muestra hasta el 

fin de su procesado no excedía en ningún caso las 4 horas. Las 

muestras se conservaron a temperatura ambiente durante la etapa 

de preprocesamiento.  

2.1. Procesado de muestras de sangre 

Con el fin de separar la parte plasmática de la parte celular de 

la sangre, se realizó una centrifugación de la sangre completa a 

450xg en una centrifuga Centrifuge 5810R (Eppendorf) durante 15 

mins a temperatura ambiente. Tras la centrifugación, se separó la 

capa superior, compuesto por la parte plasmática, de la inferior, 

conteniendo las células. A partir de este momento cada fracción fue 

procesada independientemente. 

2.1.1. Obtención de PPP 

El sobrenadante generado por la centrifugación de la sangre 

completa, se centrifugo una segunda vez a 9000xg en una centrifuga 

Centrifuge 5418R (Eppendorf) durante 10 mins, con la finalidad de 

eliminar cualquier resto celular así como eliminar las plaquetas. Tras 

esta segunda centrifugación, el PPP se distribuyó en crioviales (Feal, 
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cat. RCT1020), en alícuotas de 1-2 ml que se almacenaron a -80ºC 

hasta el momento de su uso. 

2.1.2. Aislamiento de CMSPs 

La capa inferior del centrifugado inicial de la sangre indicado 

en 2.1 compuesta por todos los tipos celulares presentes en sangre 

se procesó de acuerdo al protocolo de centrifugación desarrollado 

por Bøyum [58], una técnica basada en la capacidad desigual para 

atravesar un colchón de Ficoll-Paque (compuesto orgánico de 

densidad fija, de 1,077 g/ml) que presentan los diferentes tipos 

celulares. Todo ello con el fin de aislar las CMSPs de interés. 

Previa centrifugación, la parte celular de la sangre se 

resuspendió en 1xPBS hasta alcanzar su volumen inicial. Esta 

suspensión celular se depositó sobre el colchón de Ficoll-Paque (GE, 

17-1440-02), con cuidado de no perturbar la interfase entre la 

suspensión celular, en la parte superior, y el Ficoll-Paque, en la parte 

inferior.  

A continuación, las muestras se centrifugaron a 400xg 

durante 30 mins a temperatura ambiente, este paso se realizó en una 

centrifuga Centrifuge 5810R (Eppendorf) con rotores basculantes, en 

la cual se desactivaron los frenos de aceleración y deceleración para 

evitar que la zona de interfase entre la muestra y el Ficoll-Paque se 

alterara. 
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Tras la centrifugación, se generaron varias fases dentro de la 

muestra, una fase localizada en el fondo del tubo, formada 

principalmente por eritrocitos, que debido a su alta densidad fueron 

capaces de atravesar la capa de Ficoll-Paque, a continuación una 

segunda fase, formada principalmente por los granulocitos, que 

también fueron capaces de atravesar la capa de Ficoll-Paque. En la 

parte superior del Ficoll-Paque, se forma un anillo blanquecino, 

compuesto principalmente por los CMSPs, que al no ser capaces de 

atravesar el colchón de Ficoll-Paque,  acaban concentrándose en la 

parte superior de esta fase. Por último se formó una fase por encima 

del anillo blanquecino, compuesta por el remanente de plasma y 

plaquetas. 

Para aislar los CMSPs, se descartó la columna de restos de 

plasma y plaquetas inmediatamente sobre el anillo, con la precaución 

de no distorsionarlo. A continuación se recogió el anillo y se transfirió 

a un nuevo tubo. Para eliminar la contaminación con Ficoll-Paque se 

realizaron varios lavados con 1xPBS a temperatura ambiente. 

Algunas muestras presentaron contaminación con eritrocitos 

que se eliminó mediante rotura por choque osmótico, utilizando el 

tampón de lisis de eritrocitos ACK (GibcoTM cat. A1049201). Para 

este fin, las células se resuspendieron en 5ml de 1xPBS y se 

adicionaron 5ml de tampón de lisis de eritrocitos, se incubaron a 4ºC 

durante 5 mins. Tras eliminar los fantasmas eritrocitarios por 
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centrifugación a 500xg durante 10  mins, los CMSPs se lavaron con 1 

volumen de 1xPBS. 

Los CMSPs libres de sobrenadante se almacenaron en 

crioviales (Feal, cat. RCT1020) en dos formatos, por un lado una 

serie alícuota se lisó utilizando 1ml de RNAzol y se almacenó a -80ºC 

hasta su procesado. Alícuotas adicionales se almacenaron a -150ºC 

en forma de células sedimentadas hasta su procesado. 

3 Extracción y cuantificación de ARN, 

retrotranscripción y PCR cuantitativa 

3.1. Extracción de ARN 

El ARN total se obtuvo utilizando RNAzol® RT (Molecular 

Research Center, cat. RN190) modificando el protocolo general de la 

casa comercial. Las modificaciones consistieron en la introducción de 

dos agentes con la finalidad de mejorar el rendimiento y pureza de la 

extracción. En primer lugar se añadió Polyacryl carrier (Molecular 

Research Center, cat. PC152) que permite mejorar el rendimiento de 

extracción de ARN de pequeño tamaño al favorecer la precipitación 

del ARN. Por otro lado se utilizó 4-Bromoanisol (Acros Organics, cat 

106631000) utilizado frecuentemente para eliminar contaminaciones 

con ADN genómico. 
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Las muestras (CMSPs o VEs) se lisaron utilizando 1ml de 

RNAzol, al que se añadieron 5µL de Polyacryl carrier, 5µL de 4-

Bromoanisol y 600µL de agua libre de ARNasas previa mezcla de 15 

seg. A continuación, las muestras se incubaron durante 15 mins a 

temperatura ambiente. Tras la incubación, se centrifugaron a 

12.000xg durante 15 mins a temperatura ambiente. La centrifugación 

generó tres fases de las que se recogió la fase superior, compuesta 

principalmente por el ARN. Se añadió 1 volumen de isopropanol 

100%, se homogeneizo y se incubó 10 mins a temperatura ambiente. 

Tras esta incubación, se centrifugó a 12.000xg durante 10 mins, se 

descartó el sobrenadante y se realizaron dos lavados con etanol al 

75%. Por último, el exceso de etanol se eliminó por evaporación. El 

precipitado se resuspendió en 100 µL agua libre de nucleasas. 

3.2. Calidad y concentración del ARN 

La concentración y pureza del ARN extraído se determinó 

mediante espectroscopia de absorbancia a distintas longitudes de 

onda (230, 260 y 280 nm) utilizando un NanoDrop 2000 

(Thermofisher). La integridad del ARN se determinó en el servicio de 

Genómica y Genética traslacional del Centro de Investigación 

Príncipe Felipe (CIPF), con el kit RNA Screen Tape (Agilent, cat. 

5067-5576) que permite obtener el número de integridad del ARN 

(RNA integrity number, RIN). 
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3.3. Cuantificación de ARN de pequeño tamaño 

El rendimiento de la extracción de ARN de pequeño tamaño 

(<200nts), se analizó en el servicio de Genómica y Genética 

Traslacional del Centro de Investigación Príncipe Felipe (CIPF), 

utilizando el Kit Agilent 2100 Small RNA (Agilent, cat. 5067-1548) 

según indicaciones del fabricante. 

3.4. Retrotranscripción de ARN de pequeño tamaño  

A partir de 1µg de ARN total extraído, se sintetizó el Ácido 

desoxirribonucleico complementario (ADNc) de los microARNs, 

utilizando el Kit miScript II RT Kit (Qiagen, cat. 218161), y el 

protocolo HiSpec optimizado para el ARN de pequeño tamaño, que 

añade un paso de poliadenilación, esencial para la retro-transcripción 

y posterior hibridación del cebador universal al ADNc en la reacción 

de PCR cuantitativa (qPCR). La mezcla de la reacción contenía 4µL 

de miScript HiSpec Buffer, 2µL de 10x miScript Nucleics Mix, 2µL de 

miScript Reverse Transcriptase Mix y agua libre de ARNasa hasta 

alcanzar un volumen final de 20µL. 

El programa utilizado para la retrotranscripción, consistió en 

una incubación a 37ºC durante 60 mins, seguida de incubación 

adicional a 95ºC durante 5 mins para inactivar la miScript Reverse 

Transcriptase. Esta reacción se llevó a cabo en un termociclador 

Nexus gradient (Eppendorf). Una vez terminada la reacción, las 
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muestras se diluyeron en 80µL agua libre de nucleasas hasta una 

concentración final de 10ng/µL, y se almacenaron a -20ºC hasta su 

uso. 

3.5. PCR cuantitativa de microARNs 

Los cebadores utilizados para el análisis por PCR cuantitativa 

(qPCR) de los niveles de microARNs, se generaron a partir de la 

secuencia madura de los microARNs. Los cebadores usados fueron; 

hsa-miR-106b-5p (5′-GTG CTG ACA GTG CAG AT-3′) y hsa-miR-

549a (5′-TGA CAA CTA TGG ATG AGC-3′). Como cebador 

complementario se utilizó el Cebador Universal suplementado en el 

kit de qPCR, y el de ARN U6 como control. 

La evaluación de la expresión de microARNs por qPCR se 

llevó a cabo utilizando el kit miScript II SYBR® Green PCR Kit 

(Qiagen, cat 218073). Los microARNs se analizaron por triplicado en 

placas de 96 pocillos, la reacción de qPCR contenía 2ng de ADNc, 

5µL de 2x QuantiTect SYBR Green PCR, cada uno de los cebadores 

a una concentración final de 500nM y agua libre de ARNasa hasta 

alcanzar el volumen de 10µL. 

El programa utilizado para la amplificación por PCR, consistió 

en un paso inicial de 15 mins a 95ºC, seguidos de 45 ciclos de 15 
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seg a 94ºC, 30 seg a 56ºC y 30 seg a 70ºC. La reacción de qPCR se 

realizó en un LightCycler 480 II (Roche). 

La expresión diferencial de los microARNs se determinó 

mediante análisis de abundancia relativa en referencia a los niveles 

en muestras control, utilizando el método de 2-ΔΔCt.  

3.6. Retrotranscripción de ARNm 

El ADNc del ARNm se sintetizo a partir de ARN total 

utilizando el kit High-Capacity cDNA reverse Transcription (Applied 

Biosystems, cat. 4308228), siguiendo el procedimiento recomendado 

por el fabricante. La reacción de retrotranscripción contenía 2 µL de 

RT Buffer 10x, 1µL de MultiScrip Reverse Transcriptase, 0,8 µL de 

dNTPs (100mM), 2 µL de 10X RT Random primers, 1 µL de Inhibidor 

de nucleasas (Promega, cat. N211B), 1µg de ARN total y agua libre 

de ARNasas hasta un volumen final de 20 µL. La reacción de 

retrotranscripción se realizó en un termociclador Nexus Gradient 

(Eppendorf) y consistió en una incubación inicial a de 10 mins a 

25ºC, seguida de otra incubación de 120 mins a 37ºC y una final de 5 

mins a 95ºC. 

Tras la retrotranscripción las muestras de diluyeron en agua 

libre de ARNasas hasta una concentración final de 5ng/µL y se 

almacenaron a -20ºC hasta tu uso. 
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3.7. qPCR de ARNm 

La reacción de qPCR se realizó en el instrumento LightCycler 

480 II (Roche), utilizando el kit PowerUP SYBR Green Master Mix 

(Applied biosystems, cat. A25742). La reacción de qPCR contenía, 5 

µL de SYBR Green master mix, cada uno de los cebadores a una 

concentración final de 500nM, 10ng de ADNc y agua libre de 

ARNasas hasta un volumen final de 10 µL.  

El programa de qPCR consistió en una incubación inicial de 

15 mins a 95ºC, 45 ciclos de una incubación de 15 seg a 95ºC, 

seguida de 1 min a 60ºC. La reacción se realizó en placas de 96 

pocillos, y cada muestra se analizó por triplicado. 

El análisis de la expresión diferencial se llevó a cabo 

aplicando el método de 2-∆∆Ct.  

Se utilizaron los siguientes conjuntos de cebadores: AGO2 

(Forward: 5′-TCG CAC TAT CAC GTC CTC TG-3′ y Reverse: 5′-ATG 

GCT TCC TTC AGC ACT GT-3′); MECP2 (Forward: 5′-TGG TAA 

AAG CCG TCC GG-3′ y Reverse: 5′-GCC CTA ACA TCC CAG CTA-

3′) and NTRK1 (Forward: 5′-TTC AAC GCT CTG GAG TCT-3′ y 

Reverse: 5′-CAT CAC CGT GGC TGA CT-3′) y GAPDH (Forward: 5′-

TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT-3′ y Reverse: 5′-TTC TCA GCC 

TTG ACG GTG CCA-3′). 
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4 Nanostring  
Los niveles de expresión de los microARNs se evaluaron 

utilizando la tecnología de nCounter NanoString platform (Nanostring 

Technologies, Seattle, WA, USA), y el panel de microARNs nCounter 

Human miRNA Panel v3 (Nanostring Technologies, cat. GXA-MIR3-

12) que permite evaluar la expresión de 800 microARNs (Tabla 

Suplementaria 1)  

Cada muestra fue analizada utilizando 100ng de ARN total 

purificado utilizando la metodología anteriormente descrita. Las 

muestras se incubaron 21 horas a 65ºC con las sondas reporteras y 

las sondas de captura, tras su hibridación se eliminó el exceso de 

sondas. A continuación las muestras se cargaron en los cartuchos 

nCounter Human miRNA Panel v3, y utilizando el software 

Nanostring nSolver versión 4.0, se analizaron los niveles de 

expresión de cada uno de los 800 microARNs incluidos en este 

panel. 

4.1. Normalización de los datos de Nanostring 

Los datos obtenidos con el nCounter Human miRNA Panel 

v3, se normalizaron siguiendo el protocolo provisto por el fabricante. 

En primer lugar, para calcular el límite de detección, se obtuvo la 

media geométrica de los controles negativos de ligación, presentes 

en el panel, a la que se sumó dos veces la desviación estándar de 
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este valor. En el caso de las muestras de CMSPs el límite de 

detección se estableció en 69 cuentas, mientras que en el caso de 

las VEs fue de 17 cuentas.  

A continuación, se eliminaron todos los valores por debajo de 

los límites de detección establecidos, considerados ruido de fondo. 

En este momento se descartaron las muestras que no presentaban 

cuentas en al menos el 40% de los microARNs analizados. 

La normalización de los datos de los microARNs de CMSPs, 

se llevó a cabo utilizando la media geométrica de los 100 microARNs 

con mayor nivel de expresión, mientras que la de los microARNs de 

vesículas extracelulares (VEs) se realizó utilizando los seis controles 

spike-in de microARNs no-humanos presentes en el panel. 

4.2. Análisis de los datos de Nanostring 

El análisis de expresión diferencial soló se realizó en aquellos 

microARNs que presentaban valores por encima del límite de 

detección en el 75% de las muestras en al menos uno de los dos 

grupos. Para el análisis estadístico se siguió la metodología descrita 

en el apartado de Materiales y Métodos nº10. 
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5 Caracterización de VEs 

5.1. Aislamiento  

El aislamiento de las VEs, se realizó utilizando un método de 

precipitación, basado en el uso de un polímero hidrofóbico que 

permite la precipitación indiscriminada de VEs mediante 

centrifugación a baja velocidad.  

En concreto se utilizó el kit Total Exosome Isolated From 

Plasma (Invitrogen, cat. 4484450), siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Partiendo de 500µL de plasma humano, se añadieron 

250µL de 1xPBS y tras su mezcla se añadieron 150µL de Total 

Exosome Precipitation Reagent (from plasma) (Invitrogen, cat. 

4484451) incubando la mezcla a 4ºC durante 30 mins. Después, se 

centrifugó a 10.000xg durante 5 mins y se eliminó el sobrenadante. 

El precipitado se resuspendió en 200µL de 1xPBS o de 0,05xPBS 

dependiendo del análisis posterior. Las VEs se almacenaron a 4ºC 

hasta el momento de su uso. 

A lo largo del trabajo también se utilizaron muestras de VEs 

tratadas con proteinasa K. La obtención de estas muestras se realizó 

siguiendo el protocolo mencionado incluyendo una preincubación con 

proteinasa K durante 10 mins a 37ºC, previa adición del Total 

Exosome Precipitation Reagent.  
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5.2. Tamaño y concentración 

El tamaño y la concentración de las VEs se determinó en el 

servicio de Cribado del Centro de Investigación Príncipe Felipe 

(CIPF) utilizando un NanoSight N300 (Malvern Panalytical), 

instrumento basado en el método del Análisis de seguimiento de 

nanopartículas (Nanoparticles tracking analysis, NTA). 

Se adquirieron tres videos de 90 seg de duración para cada 

muestra, utilizando una cámara sCMOS. La cámara se ajustó al nivel 

10 con un ratio de 25 imágenes por segundo, manteniendo una 

temperatura constante de 25ºC. Los videos se analizaron utilizando 

el software NTA en su versión 3.1 estableciendo el límite de 

detección en 20 nm, para descartar el ruido de fondo.  

5.3. Análisis de potencial de membrana  

El potencial de membrana de las VEs se determinó en el 

servicio de Cribado del Centro de Investigación Príncipe Felipe 

(CIPF) utilizando un instrumento DLS Malvern Zetasizer Nano Zs 

(Malvern Panalytical) equipado con un láser de 532nm.  

Las VEs se diluyeron en 0,05xPBS, a fin de evitar altas 

concentraciones de sales que pudiesen alterar las mediciones. Las 

muestras diluidas se cargaron en un capilar de potencial Z (Malvern 
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Panalytical, cat. DTS1070). Las medidas de potencial de membrana 

se obtuvieron por triplicado a una temperatura constante de 20ºC.   

6 Microscopia electrónica 
La obtención de las imágenes de microscopía electrónica de 

transmisión de las VEs se obtuvieron en el Servicio de Microscopía 

Electrónica del Centro de Investigación Príncipe Felipe, utilizando un 

microscopio Tecnai Spirit G-2 (FEI, Eindhoven). 

La preparación se realizó utilizando 5 µL de muestra a la que 

se le añadió 5µL de 4% paraformaldehido, y se incubó durante 1h. A 

continuación, se depositó la muestra fijada sobre una rejilla 

Formvar/Carbon y se incubó a temperatura ambiente hasta  su 

secado. La rejilla se lavó con 1xPBS para eliminar posibles 

impurezas de la muestra.  

La fijación de la muestra a la rejilla se llevó a cabo mediante 

incubación en glutaraldehido al 1% durante 5 mins que se continuó 

con un lavado en abundante agua destilada para eliminar su exceso.  

Las muestras fijadas a la rejilla Formvar/Carbon se incubaron 

con acetato de uranilo al 1% a pH 7 durante 5 mins. A continuación 

las rejillas se transfirieron a una disolución de metilcelulosa y se 

incubaron durante 5 mins en hielo. Por último, se eliminó el exceso 
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de metilcelulosa utilizando papel desecante, y se almacenaron las 

rejillas hasta su visualización. 

Para la adquisición las imágenes las muestras se expusieron 

a un potencial de 80kV, utilizando entre 100.000 a 120.000 

aumentos. 

7 Inmunodetección 
La inmunodetección de los marcadores de las VEs se llevó 

acabo utilizando la metodología de Western-blotting y geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. 

Para la preparación de las muestras se utilizaron 15 µl de las 

VEs aisladas siguiendo la metodología descrita en Materiales y 

Métodos nº5.1., las muestras fueron desnaturalizadas con un tampón 

de carga para proteínas (60mM Tris-HCl, 25% (v/v) de glicerol, 2% 

(p/v) de SDS, 14mM de β-mercaptoetanol y 0,1% (p/v) de azul de 

bromofenol, pH 6,8), y una incubación de 5 mins a 96ºC. 

La electroforesis se llevó a cabo en geles discontinuos de 

poliacrilamida suplementados con 10%(p/v) de SDS para mantener 

condiciones desnaturalizantes. Para la migración de las muestras se 

utilizó un tampón de electroforesis compuesto por 25 mM de Tris-

HCl, 200 mM de glicina y 1% (p/v) de SDS. Para la separación de las 

proteínas se mantuvo un voltaje constante de 100V, hasta la 
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completa separación. El marcador de peso molecular utilizado como 

referencia fue el PageRulerTM Plus (FisherScientific, cat.26620).  

Tras su electroforesis, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de Fluoruro de polivinilideno (PVDF) (ISEQ00010, 

Milipore), que previamente había sido activada con metanol. En este 

caso se realizó una transferencia húmeda, utilizando un tampón 

compuesto 25 mM de Tris-HCl, 200 mM de glicina y 20% (v/v) de 

metanol. Para la realización de la transferencia se mantuvo un voltaje 

constante de 100V, hasta que se trasfirieron por completo las 

proteínas del gel a la membrana de PVDF. 

Una vez realizada la trasferencia, las membranas incubaron 

durante 1 hora en tampón de bloqueo compuesto por, 5% (p/v) de 

leche desnatada disuelta en PBS-T (1xPBS y 0,1% (v/v) de Tween 

20), a temperatura ambiente. A continuación, las membranas se 

incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios 

diluidos 1/200 en tampón de bloqueo, a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se realizaron tres lavados de 20 mins con PBS-T en 

agitación suave. Tras los lavados se incubaron las membranas 1 h 

con el anticuerpo secundario diluido en PBS-T a una dilución de 

1/5000 en tampón de bloqueo, a temperatura ambiente. Finalmente 

se realizaron tres lavados de 20 mins cada uno con 1xPBS-T en 

agitación suave.  
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La detección de las proteínas se llevó a cabo mediante 

reacción de quimioluminiscencia utilizando el Kit ECLTM Prime 

Western Blotting Reagents (GE Healthcare, cat RPN2232SK). La 

señal emitida se detectó utilizando un fotodetector ImageQuant LAS 

4000 (GE Healthcare). Los anticuerpos primarios utilizados fueron, 

anti-CD9 (EX201, Cell Guidance Systems) (1mg/ml), anti-CD81 (sc-

23962, Santa Cruz Biotechnology) (0,2mg/ml), anti-HSP70 (sc-7298, 

Santa Cruz Biotechnology) (0,1mg/ml) y anti-β-actina (sc-130657, 

Santa Cruz Biotechnology). Como anticuerpo secundario se utilizó el 

anti-ratón IgG-HRP de cabra (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology) 

(0,4mg/ml).  

8 Espectroscopia tipo Raman 
Se utilizó un número igual de vesículas según lecturas NTA. 

Tras la dilución de las muestras a una concentración de 5x108 

VEs/ml en agua destilada, se depositó 1 µL de la suspensión sobre 

una rejilla de fluoruro de calcio, y se expuso a temperatura ambiente 

hasta que la muestra se secó completamente. 

La adquisición de los espectros se realizó en un LabSpec 6 

(Horiba Scientific, France) con potencial del láser en 4,7mW y un 

filtro del 25%. El tiempo de adquisición por espectro fue de 3s a una 

resolución de 4µm. La normalización y procesamiento de los 
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espectros se realizó utilizando el software KnowltAll ® Informatics 

(Wiley Science Solutions). 

9 Ensayos celulares 

9.1. Cultivos celulares 

 Para los ensayos con plasma como medio condicionado se 

utilizó la línea celular de Rabdomiosarcoma (ATCC® CCL-136TM), 

frecuentemente referida como modelo muscular humano. Su 

mantenimiento requirió expansión en medio DMEM (Dulbecco´s 

Modifird Eagle´s Medium) (GE Healthcare Hyclone, cat. SH30022.01) 

suplementado con 4mM de L-Glutamina, 10% de suero fetal bovino 

(FBS), 1% de penicilina/estreptomicina y 1% amfotericina a 37ºC, a 

5% de CO2 en una atmosfera húmeda; y pasaje cada 3 días 

mediante técnicas enzimáticas estándar (tripsinización).  

9.2. Ensayos MitoXpress Intra 

Los análisis de consumo de oxígeno se realizaron utilizando 

el sistema de MitoXpress-Intra Intracellular Oxygen Assay (Agilent 

cat. MX-300-4), metodología basada en la sensibilidad del fluoróforo 

MitoXpress-Intra a los cambios de la concentración de oxígeno. El 

fluoróforo MitoXpress-Intra es una partícula fluorescente formada por 

un anillo de porfirina-Pt (II) sensible al oxígeno, de modo que altas 
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concentraciones de oxigeno reducen la señal emitida por este 

fluoróforo. Por lo tanto cambios en la intensidad de la señal emitida 

por este compuesto a la longitud de onda de 650nm, son 

directamente proporcionales a los cambios en las concentraciones 

intracelulares de oxígeno ([iO2]) (Figura 1) [59]. 

  

Los ensayos se llevaron a cabo en lector de placas 

Clariostar® con una unidad de control de atmosfera acoplada (BMG 

Labtech) para mantener una atmosfera controlada de 8% de oxígeno 

a 37ºC, condiciones que favorecen el metabolismo mitocondrial 

aeróbico. Como control del consumo de oxígeno se mantuvieron 3 

pocillos con células tratadas con 1µL Antimicina A (Sigma-Aldrich, 

Figura 1: Características del fluoróforo MitoXpress-Intra. A) Cambios en la 

emisión lumínica del fluoróforo MitoXpress Intra en respuesta a los cambios en la 

concentración de oxígeno. B) Anillo porfirina-Pt(II) del fluoróforo Mitopress Intra. 
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cat. A8764-25MG) a una concentración final de 15 µM. Este 

compuesto bloquea la cadena de trasporte de electrones, inhibiendo 

los cambios en los niveles de oxígeno intracelular.  

Se sembraron 75000 células/pocillo en placas opacas de 96 

pocillos con fondo plano (VWRTM, cat. 735-2102) y se incubaron 

durante 12 h en condiciones normales de cultivo (sección 9.1), para 

permitir su adherencia al fondo del pocillo. El fluoróforo MitoXpress-

Intra se resuspendió en agua destilada estéril a una concentración de 

100µg/ml. A continuación, se eliminó el sobrenadante del cultivo 

celular y se añadieron 150 µL de medio de cultivo precalentado a 

37ºC con el agente MitoXpress-Intra a una dilución 1/10, y se 

incubaron las células durante 12 h a 37ºC. Tras esta incubación, se 

eliminó el medio de cultivo con el agente MitoXpress-Intra, y se 

procedió al lavado con 1xPBS estéril. Finalmente, se añadieron 

150µL de medio de cultivo precalentado a 37ºC y se registró la 

cinética de consumo de oxígeno durante los siguientes 900 mins en 

el Cariostar®. 

A lo largo del trabajo, se ensayó el efecto sobre el consumo 

de oxígeno que ejercía el K2EDTA, (BD Vacutainer® cat. 366643), a 

una concentración final de 0,1 mg/mL; el PPP a unas proporciones 

de 0,5%, 3,5%, 5% y 10% con respecto al volumen final; y el de las 

VEs purificadas siguiendo el protocolo propuesto en Materiales y 

Métodos nº5.1., tratando las células con un 10% con respecto al 
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volumen final del ensayo. La adición de estos compuestos al medio 

de cultivo, se realizó previa introducción de la placa en el 

Clariostrar®.  

10  Análisis estadístico 
El análisis de la normalidad en la distribución de los valores 

se realizó aplicando el test de Shapiro-Wilk. Se aplicó el Criterio de 

Chauvenet para identificar de valores atípicos dentro del conjunto de 

datos experimentales, entendiendo como valores atípicos aquellos 

que se diferencia más de dos veces la desviación estándar de la 

media del grupo. 

Para aquellos valores cuya distribución se ajustaba a una 

distribución normal, se aplicó la prueba t-test. En cambio, aquellos 

valores cuya distribución no se ajustó a una distribución normal se 

analizaron mediante la prueba estadística U de Mann-Whitney. El 

error de tipo I que se aceptó se estableció en 5% (α=0,05), 

considerando que las diferencias encontradas eran estadísticamente 

significativas cuando el pvalor fuese inferior a 0,05. Para minimizar 

los errores asociados a las comparaciones múltiples, tras el análisis 

de expresión de microARNs se utilizaron los pvalores previamente 

ajustados con el test Bonferroni. Las variables continuas se 

expresaron como media aritmética +/- desviación estándar. Para 

expresar el grado de significancia en las gráficas generadas tras el 



Material y Métodos 
 

104 
 

análisis, se estableció, pvalor<0,05 (*), pvalor<0,01 (**) y 

pvalor<0,001 (***). 

El análisis de la  curva de Caracterización Operativa del 

Receptor (ROC) [60], se aplicó sobre los microARN que presentaron 

diferencias significativas. El índice de confianza (IC) se estableció en 

el 95%, y se tomó un valor de Área bajo la curva (AUC) de 0,75 como 

valor mínimo para asumir una capacidad discriminante aceptable. 

Para analizar la especificidad y selectividad de la variable se usó uso 

el valor medio en la cohorte de pacientes, aplicando las siguientes 

ecuaciones: 

              
                     

                                     
 

              
                    

                                     
 

Todos los análisis se realizaron mediante la utilización de 

diferentes paquetes del entorno de análisis estadístico R [61] en su 

versión 3.4.2 (R Core Time, 2014). Para el análisis ROC se utilizó el 

paquete pROC [62], en su versión 1.13.0. 

Los gráficos mostrados se generaron utilizando el programa 

GraphPad Prism 5.0, los diagramas de Venn se generaron utilizando 

el programa Cytoscape en su versión 3.6.0 usando el paquete Venn 

& Euler diagram, en su versión 1.0.3. Los Heatmaps han sido 
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construidos utilizando la herramienta Heatmapper website 

(http://www.heatmapper.ca/expression/), aplicando  el rango de 

correlación de Spearman para establecer la distancia entre los 

valores analizados y el enlace Centroide para agrupar las diferentes 

muestras. 

11  Análisis de enriquecimiento funcional.  
El análisis de enriquecimiento funcional o de funciones 

celulares afectadas por los microARNs identificados, se realizó 

identificando los genes potencialmente regulados por los microARNs 

que presentaron cambios significativos (pvalor<0,05), con la base de 

datos miRDIP (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/) [63], utilizando la 

herramienta de miRNA-gene matrix. Esta opción identifica los genes 

que son potencialmente regulados por al menos dos microARNs.  

A continuación, se realizó un enriquecimiento funcional de las 

rutas celulares en las que participan los genes diana, obtenidos como 

resultado del análisis anterior. Para ello se utilizó la base de datos 

Reactome (https://reactome.org/) [64], y la herramienta Pathway 

Browser que distribuye los genes de interés en las diferentes rutas 

celulares en las que participan. Solo las rutas celulares cuyo pvalor 

fuese inferior a 0,05 tras el ajuste con el test de Bonferroni, se 

consideraron como potencialmente afectadas por la acción de los 

microARNs diferencialmente expresados.  

http://www.heatmapper.ca/expression/
http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/
https://reactome.org/
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1 Contexto histórico de los microARNs 

Los microARNs son una clase de ARNs de pequeño tamaño 

formada por secuencias de 19 a 24 nucleótidos, descubiertas en 

1993 por Lee et al. cuando estudiaban la regulación de la expresión 

de la proteína esencial para el desarrollo de Caernorhabditis elegans 

(C. elegans) Lin-14. Estos autores demostraron que la expresión de 

lin-4, un gen no codificante, que generaba una secuencia de ARN de 

61 nucleótidos, precursora de una de 21, dirigía la expresión de Lin-

14 [65,66]. 

Al mismo tiempo, Wightman et al. cuyo trabajo también se 

centraba en el estudio de la regulación de la expresión de Lin-14, 

describieron que la secuencia de 21 nucleótidos, previamente 

descrita por Lee [65], presentaba una alta complementariedad 

antisentido con regiones del extremo 3’UTR del ARN mensajero 

(ARNm) de Lin-14. Además, reportaron que la unión entre el ARNm 

de Lin-14 y la secuencia de 21 nucleótidos reducía la transcripción de 

Lin-14, mientras que los niveles de ARNm se mantenían constantes 

[66,67]. 

Ambos estudios, impulsaron el desarrollo del primer modelo 

de regulación post-traduccional mediado por la interacción ARN-

ARN, en el cual la interacción directa de una secuencia de ARN de 

pequeño tamaño bloqueaba la traducción de un ARNm [66].  
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Hasta el año 2000 se pensaba que este tipo de regulación 

post-traduccional, era un evento exclusivo de C. elegans y en 

concreto del gen Lin-14. Ese año, dos grupos independientes 

mostraron la existencia de una nueva secuencia de ARN de pequeño 

tamaño (21 nucleótidos) con capacidad reguladora post-

transcripcional, en C. elegans, a la que llamaron let-7 [68,69]. Este 

descubrimiento, abrió la posibilidad de la existencia de secuencias de 

ARN de pequeño tamaño con capacidad reguladora con carácter 

más general. Sin embargo, este nuevo mecanismo parecía exclusivo 

de C. elegans.  

En 2001, tuvo lugar la culminación del Proyecto Genoma 

Humano, un evento de elevada importancia en el campo de la 

genómica, que supuso una gran revolución de la tecnología 

computacional [70]. El proyecto, requirió del desarrollo de nuevas 

herramientas de análisis de secuencias, que permitían la 

comparación de genomas enteros entre sí, naciendo de esta manera 

la Genómica comparativa. Esta nueva rama de la genómica se 

centraba en estudiar las similitudes entre genomas de diferentes 

organismos, con la finalidad de encontrar elementos comunes, 

permitiendo la predicción de genes. 

Amy et al., usando estas nuevas herramientas, se 

propusieron analizar el genoma de diferentes organismos modelos, 

con la finalidad de encontrar las secuencias de ARN de pequeño 
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tamaño que se habían identificado en C. elegans. Sus resultados 

sugirieron la existencia de secuencias altamente similares a let-7 en 

ciertas regiones del genoma de Drosophila melanogaster (mosca del 

vinagre) o en Danio rerio (pez cebra), así como en el genoma 

humano [71]. Observación que constituyó uno de los primeros 

indicios de la presencia de secuencias reguladoras de ARN de 

pequeño tamaño en otros organismos distintos a C. elegans. 

El período siguiente, supuso una gran revolución en este 

campo, ya que fueron numerosos los laboratorios que comenzaron a 

confirmar la existencia de nuevos ARNs no codificantes de pequeño 

tamaño en humanos, además de en otros organismos [72]. Esto llevó 

a que, en 2002, se desarrollara la primera base de datos que 

recogería las secuencias de los diferentes ARNs de pequeño tamaño 

que se estaban describiendo (miRBase). Donde además de su 

anotación genómica y otras características, se registrarían los genes 

potencialmente regulados por dichas microsecuencias [73]. 

En 2003, el elevado número de secuencias de ARN de 

pequeño tamaño nóveles descritas, y las escasas diferencias que 

algunas presentaban, originó problemas de identificación. A fines de 

evitar confusiones, se estableció el primer sistema de nomenclatura 

reglada de identificación de secuencias de ARN de pequeño tamaño.  
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Se propuso el uso de la terminología utilizada por Lagos-

Quintana et al. en 2001, que por primera vez, recogía el término 

microARNs para referir estos pequeños fragmentos de ARN, así 

como el acrónimo “miR”, acompañado de un identificador numérico, 

para hacer referencia tanto la propia secuencia del microARN, como 

al gen o secuencia del que proviene; con la excepción del microARN 

let-7 que mantuvo su nomenclatura. Por otro lado, el elevado número 

de homólogos presentes en diferentes regiones del genoma de una 

misma especie, hizo necesario la incorporación una letra minúscula 

que seguiría a la cifra numérica, permitiendo su clasificación [72]. 

En años sucesivos, se fueron revisando las normas de 

nomenclatura para ir incorporando criterios distintivos adicionales. En 

2015 se publicó la última revisión de la nomenclatura, que recogió, 

por un lado, la adición de las siglas del nombre científico de la 

especie a la que pertenece el microARN, por ejemplo, para referirse 

a los microARNs de humanos se comenzó a utilizar el prefijo hsa- de 

Homo sapiens. Por otro lado, para diferenciar entre los parálogos que 

se estaban identificando se añadió un guión acompañado de una 

segunda cifra [74].  

En este momento también se establecieron los criterios a 

seguir para que las nuevas secuencias que se estaban identificando 

se considerasen microARNs: (1) El precursor del microARN debe 

estar formado por una horquilla compuesta por dos brazos, llamados 
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5p y 3p, y cada brazo tiene que estar formado por una secuencia de 

20 a 26 nucleótidos, (2) Al menos han de existir 16 nucleótidos 

complementarios entre las secuencias de ambos brazos, y (3) El 

bucle de unión entre ambos brazos ha de estar formado por al menos 

8 nucleótidos [74]. 

En el 2018 se realizó la última actualización miRBase a su 

versión 22.1 (http://www.mirbase.org/), recogiendo las secuencias de 

48.860 microARNs que derivan de 38.589 precursores de 

microARNs, asociados a 271 organismos distintos [73].  

2 Biogénesis de microARNs 

2.1. Ruta canónica de biogénesis de microARNs 

Generalmente, los genes que codifican microARNs están 

localizados en regiones intergénicas, presentando promotores 

propios que les confieren expresión autónoma. Estos genes pueden 

contener la secuencia de un solo microARN (monocistrónico), o 

contar con la secuencia de varios microARNs distintos 

(policistrónico), que posteriormente serán procesados 

individualmente (Figura 2A) [66,75,76]. 

  

http://www.mirbase.org/
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Figura 2: Biogénesis y mecanismos de acción de los microARNs en animales. 

A) Biogénesis canónica de microARNs para un solo microARN (Monocistrónico) o 

para más de un microARN (Policistrónico); B) Procesamiento del pri-microARN 

mediado por el complejo proteico Microprocesador; C) Biogénesis no canónica de 

microARNs, biogénesis independiente de Microprocesador; D) Horquilla formada por 

el pre-microARN E) Exportación del pre-microARN al citoplasma por acción de la 

Exportina 5 (XPO5); F) Procesamiento del pre-microARN mediado por Dicer; G) 

Selección de la cadena guía y activación del complejo RISC; H) Degradación de la 

cadena pasajera; I) Reinserción de la cadena pasajera en la vía de silenciamiento; J) 

Complementariedad total entre el microARN y el ARNm, y su posterior degradación; 

K) Complementariedad parcial entre el microARN y el ARNm, inhibiendo la 

traducción, L) Transporte del complejo RISC-ARNm a los P-bodies, M) Actuación de 

enzimas descaperuzantes y deadenilasas sobre el ARNm, que inducirán su posterior 

degradación.  
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Los genes que codifican microARNs son trascritos por acción 

de la ARN Polimerasa II (ARN-Pol II), dando lugar a una secuencia 

de varios cientos de nucleótidos denominada pri-microARN [66,75]. 

En el proceso de transcripción, el pri-microARN sufre las mismas 

modificaciones que los pre-ARNm de genes codificantes, es decir, 

sufre un proceso de poliadenilación en el extremo 3’ y se le añade 

una caperuza en el extremo 5’. Dentro de la secuencia del pri-

microARN se encuentran regiones estructuradas en forma de 

horquillas, que contienen las secuencias de los microARN maduros. 

(Figura 2A) [66,75,76] 

Los pri-microARNs son procesados por el complejo proteico 

Microprocesador. Este complejo está formado por Drosha, una 

ribonucleasa tipo III y DGCR8 (Síndrome de DiGeorge de la Región 

Critica del gen 8), una proteína con dominios de unión al ARN de 

doble cadena, así como a proteínas relacionadas con el 

espliceosoma [66,75].  

El procesado de los pri-microARNs se inicia cuando la 

proteína DGCR8 se une al bucle apical de las regiones en forma de 

horquilla del pri-microARN. Esta unión promueve el reclutamiento de 

Drosha, que se une a la doble cadena de ARN de la horquilla (Figura 

2B). En ese momento, la actividad ribonucleasa de Drosha, produce 

un corte en la base de la horquilla, liberándola del resto del pri-

microARN, dando lugar al pre-microARN (Figura 2D) [66,75].  
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El pre-microARN es translocado al citoplasma por acción de 

la Exportina 5 (XPO5), un transportador nuclear dependiente de Ran-

GTP [20,,21] (Figura 2E). Una vez en el citoplasma, se une el 

complejo proteico de carga RISC (RISC Loading Complex, RLC), 

encargado del procesado del pre-microARN. La unión esta mediada 

por TRBP (Transactivation response element RNA-binding protein) 

una proteína de unión al ARN de doble cadena. A continuación, la 

proteína Dicer, otra ribonucleasa de tipo III, produce un corte en el 

bucle apical del pre-microARN, liberando el dúplex de ARN de un 

tamaño de 20 a 25 pares de bases (Figura 2F) [75,78]. 

Este dúplex de ARN, está formado por la secuencia madura 

del microARN, llamada cadena guía, y la secuencia complementaria, 

llamada cadena pasajera [77]. Actualmente no se conoce con 

exactitud el motivo por el cual se selecciona una cadena sobre otra. 

Varios autores sugieren que la estabilidad en el extremo 5’ es 

fundamental en este proceso. En concreto la hebra que presente una 

menor estabilidad en este extremo, será la que actué como cadena 

guía (Figura 2G) [66,77].  

Las proteínas de la familia Argonauta (AGO) son las 

encardadas de la selección de la cadena guía y la incorporación al 

complejo de silenciamiento inducido por ARN (RNA Induced 

Silencing Complex, RISC). En el momento que la cadena guía se une 
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al complejo RISC adquiere la capacidad reguladora (Figura 2G) 

[75,76]. 

La cadena pasajera tiene dos posibles destinos, que vendrán 

determinados por su complementariedad con la cadena guía: si la 

complementariedad del dúplex de ARN es alta, se inducirá la 

degradación de la cadena pasajera (Figura 2H) [66,76], mientras que 

si la complementariedad entre ambas secuencias es baja, las 

proteínas AGO1 y AGO2, detectaran las bases nucleicas 

desapareadas y promoverán la reinserción de la cadena pasajera en 

la vía de silenciamiento, utilizándola como una segunda cadena guía 

(Figura 2I) [66,76]. 

2.2. Rutas alternativas de biogénesis de microARNs 

Recientemente, se han descrito varias rutas alternativas de 

biogénesis de los microARNs, que se caracterizan por no depender 

de la acción de alguno de los complejos proteicos de la ruta 

canónica. La ruta mejor estudiada es la biogénesis independiente de 

microprocesador, ya que dentro de este grupo se encuentran los 

mirtron, un grupo microARNs que se localizan en las regiones 

intrónicas de genes codificantes, y cuya acción está relacionada con 

el gen huésped [79]. 
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2.2.1. Biogénesis de microARNs independiente de 

microprocesador 

Dentro de este conjunto de microARNs se encuentran 

aquellos cuya secuencia codificante se localiza en regiones 

intrónicas de genes codificantes, denominados “mirtrons”. La 

biogénesis de este tipo de microARNs está vinculada a la 

maduración del pre-ARNm que los contiene, mediante los eventos de 

corte y empalme que eliminan las secuencias que no formarán parte 

del ARNm maduro: los intrones (Figura 2C). Algunos intrones 

contienen regiones estructuradas en forma de horquilla, similares a 

las descritas en los pre-microARNs de la vía canónica, en las que se 

localizan los microARNs [66,78]. Una vez producido el evento de 

corte y empalme, y liberada la horquilla, se trasloca al citoplasma por 

acción de la XPO-5, y a partir de este momento, los siguientes pasos 

de esta ruta son similares a los descritos para la ruta canónica 

[66,75]. 

Para que se pueda considerar que un microARN es un 

mirtron, debe cumplir una serie de características: (1) los microARNs 

deben compartir el mismo promotor que el gen huésped, (2) los 

microARNs deben localizarse dentro de la secuencia no codificante 

del pre-ARNm del gen huésped, (3) los microARNs deben co-

expresarse con el gen huésped y (4) la generación de pre-microARN 
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ha de producirse por procesos de corte y empalme necesarios para 

la maduración de ARNm del gen huésped [80]. 

Otro grupo de microARNs cuya biogénesis es independiente 

de microprocesador, son aquellos cuya secuencia se encuentra en 

los extremos 3’UTR y 5’UTR de pre-ARNm. Una vez eliminadas 

estas secuencias del pre-ARNm, se estructuran en formando la 

horquilla característica de los pre-microARN, y por acción de la 

Exportina 1 (XPO1) son traslocadas al citoplasma, y una vez allí 

entran en la vía canónica de biogénesis [76,78]. 

3 Mecanismo de acción de los microARN 
El complejo RISC es el elemento principal en el mecanismo 

de acción de los microARNs. Este complejo está formado 

principalmente por la cadena guía y la proteína AGO. La 

especificidad del complejo RISC viene determinada por la 

complementariedad de la cadena guía y el ARNm, además, el grado 

de complementariedad entre ambas secuencias determinará el 

destino de ARNm [76].  

Las siete primeras bases dentro de la secuencia del 

microARN son fundamentales para definir el ARNm diana. Esta 

secuencia se conoce como la “semilla” y su complementariedad con 

el ARNm ha de ser completa [75,76,78]. Las regiones del ARNm que 
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presentan complementariedad con el microARN se denominan 

Elementos de Respuesta a los microARNs (MicroRNAs response 

elements, MREs) [76,78]. Los MRE están localizados con frecuencia 

en el extremo 3’UTR de los ARNm, donde pueden encontrarse 

repeticiones del mismo MRE o diferentes MREs para distintos tipos 

de microARNs. Recientemente, se han identificado secuencias MRE 

en regiones 5’UTR o incluso en regiones codificantes de algunos 

ARNm, sugiriendo que la regulación ocurre a lo largo de toda la 

secuencia del ARNm [76]. 

Como se ha comentado, el destino del ARNm vendrá 

determinada por grado de complementariedad entre el microARN y la 

región MRE [76]. Cuando la complementariedad es completa, se 

produce la degradación el ARNm. En este caso la proteína AGO2, la 

única proteína de la familia AGO con actividad endonucleasa, se 

activa e induce la degradación del ARNm (Figura 2J) [76,78]. En 

animales, la complementariedad entre el microARN y la región MRE 

no suele ser completa, con frecuencia existen desapareamientos en 

la región central del microARN. En este caso no se induce la 

degradación ARNm, sino que el complejo RISC inhibe la expresión 

del ARNm (Figura 2K) [76]. 

En este escenario el ARNm es transportado a una región 

concreta del citoplasma denominada p-bodies (processing-bodies) 

(Figura 2L), donde se encuentran diferentes enzimas, como las 
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deadenilasas y las enzimas descaperuzantes, que serán las 

encargadas de la degradación del ARNm (Figura 2M) [75].  

Algunos autores sugieren que este tipo de silenciamiento 

puede actuar como un reservorio de ARNm, ya que la degradación 

no es inmediata y a la unión del complejo RISC es reversible, lo que 

favorecería la disponibilidad por parte de la célula de un gran número 

de trascritos funcionales en un corto período de tiempo [66,75]. 

4 microARNs como biomarcadores 
Los microARNs presentan un gran potencial como 

biomarcadores de enfermedades, ya que cada tejido o tipo celular 

presenta un patrón de expresión concreto, y las alteraciones de este 

patrón de expresión pueden ser utilizadas para identificar, incluso 

prematuramente, el estado de enfermedad del individuo. 

Uno de los primeros registros que se tiene de la utilización de 

microARNs como biomarcadores data del 2008 cuando el grupo de 

Lawrie et al. desarrolló una test diagnóstico del Linfoma difuso de 

células B grandes basado en la expresión diferencial de ciertos 

microARNs [81]. Este tipo de trabajos impulsaron la búsqueda de 

patrones de expresión de microARNs en otras enfermedades, con la 

finalidad de desarrollar test diagnósticos, pronósticos e incluso 

predictivos. 
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4.1. microARNs como biomarcadores en el SFC/EM  

Durante ya algún tiempo la comunidad científica ha intentado 

identificar patrones de microARNs asociados al SFC/EM, con la 

finalidad de utilizar estas moléculas para el desarrollo de test 

diagnósticos. Sin embargo, hasta la fecha no se ha conseguido 

identificar con certeza ningún patrón de microARNs que pueda ser 

utilizado para este fin. 

Actualmente, existen seis trabajos que han intentado 

identificar tal tipo de patrón, pero las grandes discrepancias entre 

estos estudios, tanto en el planteamiento del propio estudio, como en 

la caracterización de los pacientes utilizados o el tipo de muestra 

analizada, dificulta la puesta en común los resultados obtenidos [82–

87]. Además, ninguno de los estudios evalúa la correlación de estos 

patrones en la fracción celular en sangre frente a la del fluido. Datos 

que podrían ayudar a entender al menos parte de las discrepancias 

halladas en estos trabajos. Tampoco abordan una interpretación 

detallada del posible significado biológico del patrón de microARNs 

identificado. Dada la redundancia reguladora de los microARNs y su 

posibilidad de afectar la expresión de varios ARNms resulta posible 

que distintos patrones de microARNs conduzcan a efectos celulares 

similares [44]. 
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Por esta razón en este proyecto se ha realizado un estudio 

riguroso del perfil de microARNs de las CMSPs, y por vez primera de 

las VEs de SFC/EM. Además, una vez establecidos dichos perfiles 

de ambas fracciones, se analizó tanto la capacidad diagnóstica de 

cada microARN diferencialmente expresado, con la finalidad de 

utilizarlos como biomarcadores individuales de esta enfermedad, 

como la identificación los procesos biológicos afectados, hecho que 

ha permitido establecer posibles relaciones del SFC/EM con otras 

enfermedades.  

Con la finalidad de minimizar los sesgos inherentes a la 

heterogeneidad clínica de esta enfermedad, se utilizaron muestras de 

pacientes femeninos de afectación severa, con diagnostico unificado. 

Asimismo, para minimizar las diferencias en la obtención y 

procesamiento de las muestras, todas ellas procedieron del biobanco 

monográfico UK ME Biobank, entidad mundial de referencia para 

esta enfermedad [88,89].  
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 Objetivos 

El objetivo principal de esta parte del estudio se centra en 

identificar la expresión diferencial de microARNs en CMSPs y en VEs 

de pacientes del SFC/EM con fines diagnósticos y la interpretación 

funcional de dicho perfil.  

Objetivos específicos: 

1. Caracterización de la cohorte en estudio.  

2. Identificar y validar la expresión diferencial de los microARNs 

en las muestras de CMSPs y en VEs. 

3. Analizar el poder discriminante de los microARNs 

diferencialmente expresados en ambas fracciones de forma 

aislada.  

4. Interpretar el patrón de los microARNs diferencialmente 

expresados: primer modelaje de la patofisiología del SFC/EM. 
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1 Análisis demográfico de la población de 

estudio 

1.1. Diagnostico SFC/EM 

La cohorte estudiada incluyó 30 participantes femeninos, 15 

pacientes severos de SFC/EM y 15 controles sanos, emparejados 

por sexo y edad, procedentes del biobanco monográfico UK ME 

Biobank [88,89]. Todos los pacientes incluidos en este estudio 

cumplieron los criterios del Centro de Control de Enfermedades 

(CDC-1994) [4]; así como los criterios del Consenso Canadiense 

[52], para el diagnóstico del SFC/EM. 

La edad media de los pacientes fue de 46,8 años (rango 38-

53 años), mientras que en el grupo control fue de 45,2 años (rango 

18-52 años). El tiempo medio de duración de la enfermedad fue de 

17,5 años (pacientes en estado crónico), con un rango de 1,5 a 30,9 

años. 

Los resultados del cuestionario SF-36, utilizado para 

completar el diagnostico de esta enfermedad, cuyos resultados se 

expresan en una escala de 0 a 100, siendo el valor máximo el 

correspondiente a un estado óptimo de salud, mostraron que, el 

grupo de pacientes de SFC/EM presentaba una mayor afectación del 

componente físico sobre el componente de salud mental. En 
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concreto en el parámetro de componente físico se pudo destacar una 

mayor afectación sobre las limitaciones físicas, dolor corporal, salud 

general y la vitalidad, mientras que el componente de salud mental, 

aun presentando diferencias significativas en todos los parámetros 

analizados, se observó una elevada variabilidad para el grupo de 

pacientes de SFC/EM, tal como reflejan los parámetros de rol 

emocional o la salud mental, con valores para algunas pacientes 

similares al grupo control (Tabla 1 y Figura 3). 

En cuanto a los resultados del cuestionario GHQ-28, la 

valoración general del estado de salud mostró diferencias 

significativas entre ambos grupos. La mayor diferencia se encontró 

en el parámetro físico de síntomas somáticos, mientras que para los 

parámetros psicológicos como la ansiedad e insomnio o la depresión 

severa, el grupo de SFC/EM mostró gran variabilidad de respuesta, 

pudiendo encontrar pacientes con valores similares a los obtenidos 

en el grupo control (Tabla 1 y Figura 4).  
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Figura 3: Resultados del cuestionario SF-36. Las barras horizontales hacen referencia a la 

media, y los bigotes indican la desviación estándar (N=15/grupo) *pvalor<0,05, **pvalor<0,01 

***pvalor<0,001. Los valores de ordenadas corresponden a las puntuaciones de los subapartados 

del instrumento SF-36, según se indica. 
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1 

Figura 4: Resultados del cuestionario GHQ-28. Las barras horizontales hacen referencia a la 

media, y los bigotes indican la desviación estándar (N=15/grupo) *** pvalor<0,001. Los valores de 

ordenadas corresponden a las puntuaciones de los subapartados del instrumento GHQ-28, según 

se indica. 
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Además de los cuestionarios generales previamente 

mencionados, también se utilizaron cuestionarios centrados en el 

fenotipado de aspectos clave de la sintomatología asociada al 

SFC/EM, como son la Escala de Severidad de la Fatiga, la Escala 

Visual Analógica (EVA) para el Dolor o el test de Somnolencia de 

Epworth, con la intención de contar con un fenotipado detallado de 

los participantes.  

La Escala de Severidad de la Fatiga [55] se utilizó para 

estimar el grado de fatiga de los participantes. Los análisis  

mostraron diferencias significativas entre ambos grupos, con valores 

máximos en el grupo de pacientes de SFC/EM, confirmando que este 

grupo se caracteriza por presentar un grado de fatiga severa (Tabla1 

y Figura 5A). 

La caracterización del dolor percibido por los participantes se 

evaluó utilizando el cuestionario de la Escala Visual Analógica (EVA) 

para el dolor [56]. Los resultados de este cuestionario mostraron 

diferencias significativas entre ambas cohortes, con un valor medio 

en el grupo de pacientes de 5,5, indicando un dolor medio-severo 

para esta escala (Tabla 1 y Figura 5B). 

Por último, la identificación de posibles trastornos del sueño, 

se llevó a cabo utilizando el cuestionario de Somnolencia de Epworth 

[57], Los resultados de este cuestionario no mostraron diferencias 
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significativas entre grupos, aunque el grupo de pacientes presentó 

una mayor variabilidad que el grupo control, indicando que algunos 

de los pacientes sí presentan trastornos del sueño (Tabla 1 y Figura 

5C).  

Figura 5: Resultados de los cuestionarios para el fenotipado de participantes. A) 

Resultados del cuestionario de Severidad de la Fatiga, B) Resultados del test de 

Evaluación del Dolor, C) Resultados del test de Somnolencia de Epworth. La barra 

horizontal hace referencia a la media, y los bigotes indican la desviación estándar 

(N=15/grupo). ***pvalor<0,001, ns= No Significativo. Los valores de ordenadas 

corresponden a las puntuaciones para cada cuestionario. 
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1.2. Parámetros analíticos 

El análisis de la sangre de los participantes se llevó a cabo en 

dos hospitales, el Royal Free Hospital y el Norfolk & Norwich 

University Hospital (NNUH), donde se realizó una analítica de sangre 

incluyendo hematograma completo y análisis bioquímico.  

La comparación de los resultados de las analíticas de sangre 

solamente revelaron diferencias significativas (pvalor<0,05) en los 

niveles de la enzima creatina fosfoquinasa, mostrando menor 

actividad en el grupo de pacientes (Figura 6). Asimismo, también se 

pudo identificar una tendencia (pvalor<0,1) en otras variables 

analizadas. En concreto se observó un aumento de los niveles 

plasmáticos de la fosfatasa alcalina y de la hormona T4, y una 

reducción en el número de eosinófilos (Tabla 2).  

Figura 6: Niveles de creatina fosfoquinasa en la cohorte de estudio. La barra 

horizontal hace referencia a la media, y los bigotes indican la desviación estándar 

(N=15/grupo) **pvalor<0,01. 
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Tabla 2: Variables analíticas evaluadas en las muestras de sangre de la 
cohorte de estudio. Para cada uno de los parámetros se muestra la media, la 

desviación y el pvalor (N=15/grupo). 

DE: Desviación estándar, cHbCM concentración de hemoglobina corpuscular media 
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2 Patrón de microARNs asociado a 

SFC/EM 

2.1. Cuantificación y control de calidad de ARN total  

La extracción de ARN a partir de CMSPs y VEs se realizó 

siguiendo la metodología descrita en el apartado de Materiales y 

Métodos nº3.1. El rendimiento de la extracción osciló entre 810 a 

2800 ng en las muestras de CMSPs y de 102 a 514ng en las 

muestras de VEs (Tabla 3). 

Tras la extracción del ARN total se determinó el número de 

integridad del ARN (RIN), acorde a la metodología del apartado de 

Materiales y Métodos nº3.2., solamente en las muestras de ARN total 

de CMSPs, ya que no es posible medirlo en las muestras de VEs, al 

carecer del ARNr, molécula de referencia para determinar este valor. 

Los resultados del RIN reflejaron que las muestras PBMC21 y 

PBMC25 (Tabla 3 y Figura 7), no superaron los límites de calidad, 

establecido en 7 para esta técnica, por lo que se eliminaron de los 

análisis sucesivos. Ambas muestras correspondían al grupo de 

controles sanos, por lo que el número total de muestras que se 

utilizaron para los análisis siguientes fueron 15 muestras de 

pacientes severos de SFC/EM y 13 muestras de controles sanos.   
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 Tabla 3: Cuantificación y calidad del ARN total. 

  

 RIN: Numero de integridad del ARN, * Muestras que no superan los límites de calidad del ARN.  
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2.2. Cuantificación de ARN de pequeño tamaño  

La presencia de ARN de pequeño tamaño se analizó 

siguiendo la metodología detallada en el apartado de Materiales y 

Métodos nº 3.3., en todas las muestras de ARN de VEs, y solamente 

Figura 7: Ilustraciones RIN. A y B), Electroferogramas representativos de ARN extraído 

de CMSPs con RIN>7 C y D) Electroferogramas de la muestra PBMC21.y PBMC25 

eliminadas por mostrar RIN<7. 28S: Señal correspondiente al ARN ribosómico 28S. 18S: 

Señal correspondiente al ARN ribosómico 18S. 
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en las muestras de ARN de CMSPs que presentaron un valor de RIN 

superior a 7.  

Los resultados indicaron la presencia de picos característicos 

en la región comprendida entre los 20 a 60 nucleótidos, sugiriendo la 

presencia de ARN de pequeño tamaño en todas las muestras 

analizadas (Figura 8). La proporción de ARN de pequeño tamaño 

correspondiente a microARNs fue del 8 al 59% en CMSPs y del 6 al 

80% en VEs, indicando la presencia de microARNs en todas las 

muestras. 

Por lo tanto, el número de muestras utilizadas para analizar 

los niveles de expresión de microARNs fueron 28 muestras de ARN 

total de CMSPs (15 pacientes y 13 controles sanos) y 30 muestras 

de ARN total de VEs (15 pacientes y 15 controles sanos).   

A) 
B) 

Figura 8: Ilustraciones de ARN de pequeño tamaño expresado en 

nucleótidos/FU. A) Electroferograma representativo de ARN de pequeño tamaño de 

CMSPs. B) Electroferograma representativo de ARN de pequeño tamaño de VEs. 
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2.3. Normalización de los datos de microARNs. 

Diferencia en la expresión de microARNs entre 

CMSPs y VEs 

La normalización de las lecturas de microARNs obtenidas del 

nCounter Human miRNA Panel v3, se realizó siguiendo la 

metodología descrita en el apartado de Materiales y Métodos nº4.1. 

Los CMSPs mostraron solamente 136 microARNs superando los 

límites de detección establecidos, mientras que en el caso de las VEs 

se obtuvo un total de 639 microARNs que superaron dicho límite. 

Tras aplicar el filtro de lecturas mínimas dirigido a eliminar 

registros defectuosos, tres de las muestras de CMSPs fueron 

descartadas. Correspondieron a dos pacientes y un control, dejando 

un número total de 25 muestras para el análisis de expresión 

diferencial: 13 muestras de pacientes severos de SFC/EM y 12 de 

controles sanos.  

En el caso de las VEs, este criterio también redujo el número 

total de muestras, eliminando tres. Dos procedentes del grupo de 

pacientes y una del grupo control, dejando un número total de 27 

muestras en el análisis de expresión diferencial: 13 de pacientes 

severos y 14 controles sanos.  

Por último, se descartaron los microARNs que no presentaron 

cuentas suficientes en al menos el 75% de las muestras de alguno 
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de los grupos, y que por tanto podían corresponder a microARNs con 

alta variabilidad no relacionada con el estado de salud del 

participante. Esto redujo el número de microARNs analizados en la 

fracción de CMSPs de 136 a 91, y en la fracción de VEs de 639 a 

150.  

En este momento, se compararon los microARNs que 

superaron los criterios de selección en ambas fracciones con la 

finalidad de identificar microARNs comunes. Un total de 49 

microARNs estaban presentes ambas fracciones, mientras que 42 

fueron exclusivos de la fracción de CMSPs y 101 de la fracción de 

VEs (Figura 9).   

Figura 9: Diagrama de Venn de microARNs expresados en cada fracción tras 

normalización de los datos de Nanostring. Entre paréntesis se indica el número 

de microARNs pertenecientes a cada grupo. En la intersección entre cada grupo, se 

indica el número de microARNs presentes en ambos grupos. 
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2.4. Patrón de expresión de microARNs en CMSPs 

2.4.1. Expresión diferencial de microARNs en CMSPs 

El análisis de expresión diferencial de microARNs en CMSPs 

se llevó acabo siguiendo la metodología provista en el apartado de 

Materiales y Métodos nº10. 

Tras comparar los niveles de expresión de los microARNs en 

la fracción de CMSPs, se pudo identificar un total de 17 

diferencialmente expresados en SFC/EM, nueve con mayor nivel de 

expresión y ocho con niveles reducidos con respecto al grupo control. 

(Figura 10).  

Los microARNs que mostraron niveles más altos de expresión 

en SFC/EM fueron: hsa-miR-374a-5p, hsa-miR-4516, hsa-miR-340-

5p, hsa-miR-140-5p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-

106a-5p & hsa-miR-17-5p y hsa-miR-106b ordenados en orden 

decreciente según la significancia de su expresión diferencial. Los 

niveles de sobreexpresión hallados oscilaron entre un 12% a un 65% 

(Tabla 4 y Figura 11).  

  



Capítulo I: Resultados 

151 
 

Los microARNs que mostraron menores niveles de expresión 

en el grupo de pacientes fueron: hsa-miR-644a, hsa-miR-451a, hsa-

miR-4454 & hsa-miR-7975, hsa-miR-549a, hsa-miR-361-3p, hsa-

miR-1253 y hsa-miR-590-5p, ordenados según la significancia de su 

expresión diferencial. Las diferencias encontradas en este grupo 

oscilaron entre el 13 y el 200% (Tabla 4 y Figura 12). 

Tabla 4: microARNs diferencialmente expresados en CMSPs de pacientes 

severos de SFC/EM y sujetos control. Se muestra la media para cada microARN., 

Entre paréntesis se indican el número de muestras utilizadas en el análisis tras 

aplicar los criterios de Chauvenet. 

.  
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Figura 10: Análisis de la expresión de microARNs en CMSP.  A) Volcano-plot del 

–log10 (pvalor) y del porcentaje de cambio los microARNs de CMSPs. Los puntos 

verdes hacen referencia a los microARNs que muestran  sobreexpresión significativa 

(pvalor< 0,05) entre el grupo de pacientes y el grupo control. Los puntos rojos hacen 

referencia a los microARNs que muestran una represión significativa (pvalor< 0,05) 

entre pacientes y el grupo control. Los puntos negros representan los microARNs sin 

diferencias significativas entre grupos. B) Heatmap de los microARNs 

diferencialmente expresados en CMSPs, los cuadros de color verde indican sobre 

expresión y los cuadros rojos indican represión, acorde a paleta de colores (recuadro 

en ángulo superior izquierdo).  
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Figura 11: microARNs significativamente sobrexpresados en CMSPs. La barra 

horizontal muestra la mediana y los bigotes indican los rangos intercuartílicos. Entre 

paréntesis se indican el número de muestras utilizadas en el análisis tras aplicar los 

criterios de Chauvenet. **pvalor<0,01; *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas. 
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2.4.2. Validación de los datos del Nanostring 

La tecnología NanoString no requiere de validación por 

métodos alternativos dado que, a diferencia de otros métodos como 

los microarrays, esta tecnología no requiere amplificación previa 

hibridación de la sonda [90]. Sin embargo, quisimos comprobar si las 

diferencias en la expresión de microARNs detectadas con este 

ensayo, podrían ser analizadas por técnicas alternativas más 

económicas como la RT-qPCR. Para ello se seleccionaron 

aleatoriamente dos microARNs significativamente desregulados: uno 

Figura 12: microARNs significativamente reprimidos en CMSPs. La barra horizontal 

muestra la mediana y los bigotes indican los rangos intercuartílicos. Entre paréntesis se 

indican el número de muestras utilizadas en el análisis tras aplicar los criterios de 

Chauvenet.**pvalor<0,01; *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas.. 
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perteneciente al grupo de microARNs sobreexpresados (hsa-miR-

106b) y otro del grupo de los infraexpresados o reprimidos (hsa-miR-

549a), siguiendo la metodología propuesta en el apartado de 

Materiales y Métodosnº3.5. 

Como muestra la Figura 13 la técnica alternativa de RT-qPCR 

pudo confirmar tanto la sobreexpresión del microARN hsa-miR-106b 

como la represión del microARN hsa-miR-549a en el grupo de 

enfermos. 

 

 Figura 13: Validación por RT-qPCR de microARNs diferencialmente 

expresados en CMSPs. Ejemplo de microARN sobreexpresado (Izquierda) y de 

microARN reprimido (Derecha). Se muestran las medias y la desviación estándar 

(N=10/grupo) *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas. 
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2.4.3. Uso de los microARNs diferencialmente expresados 

en CMSPs como biomarcadores de SFC/EM 

Tras identificar los microARNs que presentaban alteraciones 

en sus niveles en SFC/EM, se analizó el potencial discriminante de 

estos microARNs, con la finalidad de evidenciar los candidatos que 

presentasen una capacidad discriminante satisfactoria, y que por 

tanto pudieran resultar útiles en el diagnóstico de SFC/EM.  

Para ello se llevó a cabo el análisis de la curva de 

Caracterización Operativa del Receptor, también conocido como 

análisis de la curva ROC (Receiver Operating Characteristic), como 

se detalla en el apartado de Materiales y Métodos nº10. 

Los resultados de este análisis mostraron que de los 17 

microARNs alterados en CMSPs, solamente 14 mostraban una 

capacidad discriminante acorde al valor que establecimos 

(AUC>0,75). En concreto los que presentaron mejores valores 

fueron: hsa-miR-374a-5p (ACU:0,876, 95%IC:0,714-1), hsa-miR-

4516 (AUC: 0,865, 95%IC: 0,716-1), hsa-miR-340-5p (AUC: 0,811, 

95%IC 0,618-1), hsa-miR-644a (AUC: 0,799, 95%IC: 0,588-1), hsa-

miR-4454 & hsa-miR-7975 (AUC: 0,792, 95%IC: 0,573-1), hsa-miR-

451a (AUC: 0,788, 95%IC: 0,592-0,967), hsa-miR-140-5p (AUC: 

0,782, 95%IC: 0,597-0,967), hsa-miR-18a-5p (AUC:0,773, 

95%IC:0,587-0,959), hsa-miR-146a-5p (ACU:0,771, 95%IC:0,566-

0,976), hsa-miR-549a (AUC: 0,763, 95%IC:0,535-0,991), hsa-miR-
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590-5p (AUC: 0,761, 95%IC: 0,513-0,959), hsa-miR-106b-5p 

(AUC:0,758, 95%IC:0,533-0,982) y hsa-miR-106a-5p & hsa-miR-17-

5p (AUC: 0,757, 95%IC:0,559-0,955) (Tabla 5 y Figura 14). 

Por último, se analizó la especificidad y la sensibilidad de 

cada uno de los microARNs diferencialmente expresados con 

capacidad discriminante aceptable. Para este fin se tomó como punto 

de corte el valor medio de cada microARNs en el grupo de pacientes 

de SFC/EM. Utilizando este valor como referencia, la especificidad 

de todo el conjunto de microARNs fue elevada, oscilando entre un 

73% a un 100%, lo que indicaría una baja tasa de falsos positivos. En 

cuanto a la sensibilidad, los valores no resultaron tan positivos, 

fueron bajos, oscilando entre el 46 al 55% sugiriendo una alta tasa de 

falsos negativos (Tabla 5). 

Tabla 5 Análisis de curvas ROC de los microARNs con expresión diferencial en 

CMSPs 

AUC= Área bajo la curva; 95%IC= Intervalo de confianza al 95%; P.C. Punto de corte; %Esp= porcentaje de 
especificidad; %Sen= Porcentaje de sensibilidad  
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Figura 14: Curvas ROC de los microARNs diferencialmente expresados en CMSPs, con un valor 

de área bajo la curva (AUC) superior a 0,75. La línea discontinua hace referencia a la no 

discriminación. En el eje vertical se representa la Sensibilidad, y en el eje horizontal se representa 

100%-Especificidad  
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2.5. Patrón de microARNs presentes en VEs  

2.5.1. Expresión diferencial de microARNs en VEs 

Tras comparar los niveles de expresión de los microARNs en 

VEs se pudo identificar 10 microARNs con diferencias significativas 

entre ambos grupos. Ocho de ellos aparecían con mayor nivel de 

expresión en pacientes, y dos con niveles inferiores (Figura 15). 

Los microARNs con niveles más elevados en las VEs de 

pacientes fueron: hsa-miR-4454 & hsa-miR-7975, hsa-miR-150-5p, 

hsa-miR-15a-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-347a-5p y 

hsa-miR-130a-3p. Las diferencias encontradas entre ambos grupos 

oscilaron entre el 17 y el 243% (Tabla 6 y Figura 16). 

Los microARNs con bajos niveles en VEs de pacientes 

fueron: hsa-miR-183-3p y hsa-miR-33a-5p. Las diferencias entre 

ambos grupos fueron del 47 % y del 17 % respectivamente (Tabla 6 y 

Figura 17).  

Tabla 6: microARNs diferencialmente expresados en VEs de pacientes severos 

de SFC/EM y sujetos control. Se muestra la media para cada microARNs. Entre 

paréntesis se indican el número de muestras utilizadas en el análisis tras aplicar los 

criterios de Chauvenet. 
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Figura 15: Análisis de la expresión de microARNs en VEs A) Volcano-plot del –log10 

(pvalor) y del porcentaje de cambio de los microARNs de VEs. Los puntos verdes hacen 

referencia a los microARNs que muestran diferencias significativas (pvalor<0,05) al alza 

entre el grupo de pacientes de SFC/EM y el grupo de controles. Los puntos rojos hacen 

referencia a los microARNs que muestras niveles significativamente (pvalor<0,05) inferiores 

en pacientes de SFC/EM. Y los puntos negros corresponden a microARNs que no 

muestran diferencias significativas. B) Heatmap de los microARNs con diferencias 

significativas en VEs. Los cuadros de color verde indican valores incrementados mientras 

que los rojos indican valores inferiores en el grupo SFC/EM acorde a paleta de colores 

(recuadro en ángulo superior izquierdo). 
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1 

Figura 16: microARNs significativamente sobreexpresados en VEs. La barra 

horizontal muestra la mediana y los bigotes indican los rangos intercuartílicos. Entre 

paréntesis se indican el número de muestras utilizadas en el análisis tras aplicar los 

criterios de Chauvenet.**pvalor<0,01; *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas.. 
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2.5.2. Uso de los microARNs diferencialmente expresados 

en VEs como biomarcadores del SFC/EM 

Como en el caso de los microARNs diferencialmente 

expresados en CMSPs, se analizó la capacidad discriminante de los 

microARNs que presentaron diferencias significativas en esta 

fracción, siguiendo la metodología provista en el apartado de 

Materiales y Métodos nº10. 

Este análisis mostró que de los 10 microARNs 

diferencialmente expresados solamente 7 presentaron una capacidad 

discriminante aceptable, acorde a criterios establecidos, en concreto 

fueron: hsa-miR-4454 & hsa-miR-7975 (AUC:0,847, 95%CI:0,692-

1), hsa-miR-150-5p (AUC:0,795, 95%CI:0,620-0,970), hsa-miR-15a-

Figura 17: microARNs significativamente reprimidos en VEs. La barra horizontal 

muestra la mediana y los bigotes indican los rangos intercuartílicos. Entre paréntesis 

se indican el número de muestras utilizadas en el análisis tras aplicar los criterios de 

Chauvenet, *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas.. 
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5p (AUC:0,770, 95%CI:0,572-0,960), hsa-miR-183-5p (AUC:0,773, 

95%CI:0,584-0,962), hsa-miR-33a-5p (AUC:0,750, 95%CI:0,532-

0,968), hsa-miR-423-5p (AUC:0,750, 95%CI:0,541-0,959) (Tabla 7 y 

Figura 18). 

Como en el caso de los microARNs diferencialmente 

expresados en CMSPs, se analizó la especificidad y la sensibilidad 

de los microARNs sobre o infrarrepresentados en esta fracción, 

tomando como punto de corte el valor medio para cada uno de los 

microARNs en el grupo de pacientes. Por lo que respecta a la 

especificidad, como en el caso de los CMSPs, los microARNs 

seleccionados mostraron una especificidad elevada, con unos 

valores que oscilaron entre el 77% al 100% indicando capacidad de 

discriminación entre personas sanas y las afectadas por SFC/EM. En 

cuanto a la sensibilidad de este conjunto de microARNs, los 

resultados fueron también similares con valores de sensibilidad 

cercanos al 50% (Tabla 7). 

Tabla 7: Análisis de curvas ROC de los microARNs con expresión 
diferencial en VEs. 

AUC= Área bajo la curva; 95%IC= Intervalo de confianza al 95%; P.C. Punto de corte; %Esp= porcentaje de 
especificidad; %Sen= Porcentaje de sensibilidad  
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Figura 18: Curvas ROC de los microARNs diferencialmente expresados en VEs, 

con un valor de area bajo la curva (AUC) superior a 0,75. La línea discontinua hace 

referencia a la no discriminación. En el eje vertical se representa la sensibilidad, y en el 

eje horizontal se represeta 100%-especificidad.  
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2.6. Enriquecimiento funcional 

Para interpretar el significado biológico de los microARNs 

sobrerrepresentados o infrarrepresentados en las muestras de 

SFC/EM (ambas fracciones), se llevó a cabo un análisis de 

enriquecimiento funcional. Con el objetivo de identificar las rutas 

celulares que pudiesen estar afectadas según los patrones de 

microARNs obtenidos, siguiendo la metodología propuesta en el 

apartado de Materiales y Métodos nº11.  

La interpretación del efecto de los microARNs 

diferencialmente expresados sobre las rutas celulares, se realizó 

analizando por separado los microARNs sobreexpresados y 

reprimidos, para poder interpretar más adecuadamente el efecto de 

cada grupo. 

2.6.1. Enriquecimiento funcional de los genes diana de 

miRNAs diferencialmente expresados en CMSPs  

La identificación de genes potencialmente regulados por los 

microARNs sobreexpresados en CMSPs, dio como resultado un total 

de 3226 genes posiblemente afectados. Estos genes se asignaron a 

las diferentes rutas celulares en las que participan, lo que permitió 

identificar un total de 1988 rutas celulares, de las cuales  88 

aparecieron significativamente sobrerrepresentadas (pvalor<0,05), 
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aunque en ningún caso el FDR (False Discovery Rate) resultó 

despreciable.  

De una manera interesante, entre las rutas cuya 

sobrerrepresentación apareció significativa se detectaron rutas 

vinculadas a la acción de proteínas comunes, como es el caso de la 

proteína MECP2 (R-HSA-9022692, R-HSA-9022707, R-HSA-

8986944 y R-HSA-9022699), y los Receptores de tirosina quinasa 

neurotróficos (NTRKs) (R-HSA-9006934, R-HSA-187037 y R-HSA-

166520). También se identificaron entre estas 88 rutas los procesos 

Figura 19: Analisis de enriquecimiento funcional de los microARNs 

sobreexpresados en CMSPs. La longitud de las barras indican la magnitud 

estadística del –log(pvalor) (Azul) y del –log(FDR) (Verde), la significancia estadistica 

la marca la linea discontinua que hace referencia al –log(0,05) a partir de la cual se 

entienden valores significativos. Entre parentesis se indica la identificación de la ruta 

molecular según la codificación de Reactome 
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biológicos degeneración de vesículas y de tráfico de membrana (R-

HSA-199992 y R-HSA-199991, respectivamente) y el Silenciamiento 

post-transcripcional mediado por ARNs pequeños (R-HSA-426496) 

(valores mayores de 1,3 en las siguientes gráficas, indican 

significancia estadística) (Figura 19). 

Por otro lado, la identificación de los genes relacionados con 

los microARNs infrarrepresentados mostró un total de 209 genes 

potencialmente regulados. La distribución de estos genes en las 

rutas celulares en las que participan permitió identificar un total de 

1024 rutas diferentes, entre las que solamente 136 aparecían 

significativamente sobrerrepresentadas (pvalor<0,05). En este caso, 

solamente la ruta de Regulación de la expresión y actividad de 

MECP2 presentó un FDR despreciable (Figura 20).  

Este análisis, en consonancia con el anterior, permitió la 

identificación de un alto número de cascadas celulares relacionadas 

con proteínas y procesos biológicos comunes. En concreto se 

identificaron un total de diez rutas relacionadas con la proteína 

MECP2 (R-HSA-9022692, R-HSA-9022535, R-HSA-9022534, R-

HSA-9005891,R-HSA-9022538, R-HSA-8986944, R-HSA-902292,R-

HSA-902253,R-HSA-9022707 y R-HSA-9022702), rutas relacionadas 

con la acción y biogénesis de ARN de pequeño tamaño (R-HSA-

424696 y R-HSA-426486, respectivamente) y con la señalización por 

NTRKs (R-HSA-9028731).  



Capítulo I: Resultados 

168 
 

Figura 20: Analisis de enriquecimiento funcional de los microARNs reprimidos en 

CMSPs. La longitud de las barras indican la magnitud estadística del –log(pvalor) (Azul) y del 

–log(FDR) (Verde), la significancia estadistica la marca la linea discontinua que hace 

referencia al –log(0,05) a partir de la cual se entienden valores significativos. Entre parentesis 

se indica la identificación de la ruta molecular según la codificación de Reactome 

Curiosamente, comparando ambos análisis de 

enriquecimiento funcional, se encontraron solapamientos o 

coincidencias, tales como la proteína MECP2, la señalización 

mediada por NTRKs y la acción y biogénesis de ARN de pequeño 

tamaño. Además, como veremos a continuación, en relación con el 

enriquecimiento funcional de los microARNs presentes en VEs, 

además de estas rutas, también se han identificado la 

sobrerrepresentación de rutas relacionadas con el Tráfico de 

membrana o biogénesis de vesículas. 
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2.6.2. Enriquecimiento funcional de los genes diana de 

miRNAs diferencialmente representados en VEs  

La identificación de los genes potencialmente regulados por 

los microARNs sobrerrepresentados en VEs, dio como resultado un 

total de 1936, que a su vez se relacionaron con un total de 1855 

rutas celulares diferentes, de las cuales 180 aparecieron 

significativamente sobrerrepresentadas (pvalor<0,05), 14 de ellas 

presentando FDRs despreciables. 

Como sucedió en el estudio de CMSPs su pudo identificar 

rutas celulares relacionadas con la acción de proteínas o procesos 

biológicos comunes. En concreto destacó de nuevo la implicación de 

la proteína MECP2 (R-HSA-8986944, R-HSA-9022692, R-HSA-

9022699, R-HSA-9022535, R-HSA-9022702, R-HSA-9022707 y R-

HSA-9005891), rutas relacionadas con la biogénesis o tráfico 

vesicular (R-HSA-199991, R-HSA-6811442, R-HSA-199992, R-HSA-

432722 y R-HSA-5653656), y la señalización mediada por NTRKs 

(R-HSA-9006934, R-HSA-187037 y R-HSA-166520), junto con la 

biogénesis de ARN pequeño de interferencia (R-HSA-426486) 

(Figura 21). 
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En el caso de los microARNs infrarrepresentados en las VEs 

de SFC/EM, se identificaron un total de 183 genes potencialmente 

afectados que se relacionaron con 859 rutas celulares diferentes. 

Ninguna con FDR despreciable pero 41 de ellas si presentaron 

sobrerrepresentación significativa (pvalor<0,05). 

Figura 21: Análisis de enriquecimiento funcional de los microARNs sobreepresados 

en VEs. La longitud de las barras indican la magnitud estadística del –log(pvalor) (Azul) y 

del –log(FDR) (Verde), la significancia estadistica la marca la linea discontinua que hace 

referencia al –log(0,05) a partir de la cual se entienden valores significativos. Entre 

paréntesis se indica la identificación de la ruta molecular según la codificación de 

Reactome 
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Como en los casos anteriores, este análisis rindió un conjunto 

de rutas relacionadas con proteínas o procesos similares una vez 

más. Este fue el caso de la proteína MECP2 (R-HSA-9022707) y el 

de la señalización mediada por NTRKs (R-HSA-9032845, R-HSA-

166520, R-HSA-9006115, R-HSA-187037 y R-HSA-9028731) (Figura 

22). 

Figura 22: Análisis de enriquecimiento funcional de los microARNs reprimidos 

en VEs. La longitud de las barras indican la magnitud estadística del –log(pvalor) 

(Azul) y del –log(FDR) (Verde), la significancia estadistica la marca la linea 

discontinua que hace referencia al –log(0,05) a partir de la cual se entienden valores 

significativos. Entre paréntesis se indica la identificación de la ruta molecular según 

la codificación de Reactome. 
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2.6.3. Validación de las rutas celulares relacionadas con 

los genes diana de miRNAs sobre o 

infrarrepresentados en SFC/EM 

De forma totalmente inesperada, el análisis de 

enriquecimiento funcional de los genes potencialmente afectados por 

los microARNs que presentaban niveles distintivos de grupo en 

ambas fracciones, mostró un conjunto de rutas celulares comunes a 

todos los análisis realizados o bien distintas rutas en las que 

participaban las proteínas MECP2 y NTRKs.  

Para confirmar el posible impacto de la ruta de silenciamiento 

mediado por ARN de pequeño tamaño sobre el SFC/EM, se 

analizaron los niveles de expresión de AGO2 en CMSPs, ya que es 

uno de los principales efectores de esta ruta celular, mediante RT-

qPCR, tal como describe el apartado de Materiales y Métodos nº3.7. 

Los resultados mostraron niveles de expresión significativamente 

reducidos de este gen en el grupo de pacientes, sugiriendo la 

afectación de esta ruta (Figura 23A). 

Para el caso de las cascadas de Señalización mediada por 

Neurotropinas, se determinó medir los niveles de expresión del gen 

NTRK1, ya que es el único gen de la familia NTRK que se expresa 

en CMSPs. Los resultados mostraron una clara sobreexpresión de 

este gen en las muestras de pacientes participantes (Figura 23B). 
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Por último, para comprobar el impacto sobre el numeroso 

grupo de cascadas celulares relacionadas con la proteína MECP2, se 

midieron los niveles de expresión del propio gen MECP2, observando 

una clara represión de sus niveles de ARNm en el grupo de 

pacientes de SFC/EM (Figura 23C).   

Figura 23: Cuantificación de los niveles de ARNm en CMSPs en pacientes de 

SFC/EM con respecto al grupo control. Análisis por RT-qPCR de las principales 

dianas de los microARNs diferencialmente expresados en CMSPs, los niveles de 

expresión de cada uno de los genes se normalizo con respecto al gen endógeno 

GAPDH. Se muestra la media y la desviación. (N=10/grupo) ***pvalor<0,001. 
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Este apartado se presenta desglosado por objetivo con la 

finalidad de ordenar la significancia de los hallazgos y sus 

limitaciones. 

Acorde al primer objetivo establecido: “Caracterización de la 

cohorte en estudio” se evaluaron un total de 50 variables 

complementarias al diagnóstico clínico, obtenidas de varios test 

psicómetros y una analítica sanguínea completa. Los cuestionarios 

incluyeron el test de calidad de vida SF-36 [53], el de salud global 

GHQ-28 [54], el test de severidad de la fatiga [55], Escala Visual 

Analógica (EVA) para el dolor [56] y el cuestionario de somnolencia 

de Epworth [57]. 

Los resultados de los test mostraron, como fue esperado, una 

elevada afectación del componente físico, en especial en parámetros 

como las limitaciones por problemas físicos, dolor corporal o 

síntomas somáticos. Además, permitieron confirmar la fatiga de los 

pacientes participantes como severa, y el dolor como moderado-alto 

cumpliendo con los criterios de inclusión del estudio. El fenotipado de 

la cohorte estudiada coincide con las descritas por otros autores, 

como el Dr Baraniuk de la Universidad de Georgia en Washington, 

quien utilizando otros cuestionarios centrados en la caracterización 

del SFC/EM [50], mostró que los pacientes de SFC/EM atendidos en 

las áreas de urgencias de EEUU, se caracterizan por la presencia de 

una sintomatología similar a la identificada en este trabajo, entre la 
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que destacan de grandes limitaciones físicas acompañadas por una 

fatiga severa y dolor generalizado de carácter moderado-alto [91]. 

Los parámetros psicológicos de depresión, ansiedad e 

insomnio o la salud mental, también señalaron diferencias con el 

grupo control, sugiriendo que el grupo de pacientes de SFC/EM que 

estudiamos presentan trastornos de este tipo. Sin embargo, a 

diferencia del componente físico, las puntuaciones del componente 

psicológico mostraron gran variabilidad, encontrando pacientes que 

presentaban valores similares a algunos participantes del grupo 

control. Esto indica que los síntomas clínicos no pueden atribuirse 

exclusivamente a un proceso de somatización con origen psicológico 

y que el SFC/EM debe derivar de alteraciones fisiológicas 

independientes. Contrariamente, el cuestionario de Somnolencia de 

Epwoth utilizado para evaluar trastornos del sueño, no mostró 

diferencias significativas entre grupos, indicando que los hallazgos 

moleculares de este estudio no deben estar relacionados con este 

síntoma. La importancia de un cuidado fenotipado de pacientes 

reside en el hecho de que el SFC/EM es heterogéneo a nivel 

sintomático y quizás también a nivel etiológico, y por tanto la 

interpretación de resultados debe cuidar este aspecto. 

La elevada variabilidad de las afectaciones psicológicas 

asociadas al SFC/EM han sido descritas con anterioridad, 

exponiendo que este tipo de trastornos, pueden no estar producidos 
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por un efecto directo de la enfermedad, sino que, en muchas 

ocasiones, derivan de la incapacidad para llevar una vida normal, y 

se agravan por la estigmatización social asociada al SFC/EM, que 

frustra al paciente [92]. 

Los resultados de la analítica sanguínea, a pesar de incluir 30 

variables, solamente mostraron diferencias significativas en los 

niveles de la enzima creatina fosfoquinasa. Sin embargo, se observó 

una tendencia (pvalor<0,1) en los niveles plasmáticos de la enzima 

fosfatasa alcalina, la concentración de la hormona T4 y en el número 

de eosinófilos. Será interesante evaluar estos parámetros en 

cohortes más numerosas con el fin de determinar la posible relación 

de estas variables con la enfermedad.  

Con respecto a la creatina fosfoquinasa los pacientes de 

SFC/EM presentaron niveles reducidos de esta proteína, 

coincidiendo con los recientes hallazgos de Nacul et al. [30]. El hecho 

de que estos autores obtuvieran un resultado similar analizando una 

cohorte de 408 muestras (272 pacientes de SFC/EM y 136 

controles), con un 20% de paciente severos y un 80% de pacientes 

con afectación moderada, indica que los niveles de esta enzima no 

solo están afectados en pacientes severos sino en SFC/EM en 

general. Destaca el hecho de que los pacientes con afectación 

severa mostraron niveles más reducidos de esta función que los 

pacientes con afectación moderada. Las muestras analizadas por 
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Nacul et al., fueron obtenidas del mismo biobanco del que procedían 

las muestras del presente estudio, quedando por confirmar si este 

hallazgo resulta extensible a cohortes de enfermos de localizaciones 

geográficas distintas.  

El significado de este hallazgo así mismo queda por 

determinar ya que, aunque la alteración de los niveles de esta 

enzima ha sido vinculada a afecciones metabólicas relacionadas con 

desbalances de la homeostasis energética, con alteraciones de la 

producción de ATP, resulta también posible que constituya un mero 

reflejo del sedentarismo de estos pacientes [30].   



Capítulo I: Discusión 

181 
 

Con respecto al segundo objetivo: “Identificar y validar la 

expresión diferencial de los microARNs en las muestras de 

CMSPs y en VEs”, resultó inesperado detectar un bajo número de 

microARNs que superasen los filtros establecidos, ya que de los 800 

microARNs analizados, solamente el 11% en CMSPs y el 19% en 

VEs los superaron. Esta situación podría atribuirse a que el panel 

nCounter Human microRNA panel v3 (Nanostring Technologies, 

GXA-MIR3-12) incluye un número limitado de sondas, por lo que 

muchos de los microARNs expresados en CMSPs o en VEs pudieran 

pasar desapercibidos. Por otro lado, algunas de las sondas incluidas 

en este chip pudieran corresponder a microARNs no expresados en 

las fracciones estudiadas, ya que, tal como demostraron Leidinger et 

al. cada tipo celular o tejido presenta un patrón de expresión de 

microARNs especifico [93].  

Paralelamente, el hecho de que un mayor número de 

microARNs haya superado los criterios establecidos en las muestras 

de VEs, podría atribuirse a que las vesículas analizadas en este 

estudio no solo corresponden a las liberadas por las CMSPs, sino 

que proceden de cualquier tipo celular que las libere al torrente 

sanguíneo [94,95]. Esto explicaría la diversidad de microARNs 

hallada en las VEs, También pudiera explicar las diferencias en los 

perfiles de ARN de pequeño tamaño obtenidos (Figura 9). 
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La expresión diferencial de microARNs ligada al tejido que los 

produce podría ser de ayuda para identificar el origen de las VEs, y 

con ella quizás los tipos celulares más afectados en la enfermedad. A 

este respecto, Ludwig et al, determinaron la abundancia relativa de 

casi 2000 microARNs en 61 biopsias de diferentes órganos 

recolectados de individuos post-mortem [96], con el objetivo de 

vincular la expresión de los microARNs con la especificidad tisular. 

Haciendo uso de la herramienta que desarrollaron estos autores 

(https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/tissueatlas), se pudo identificar 

que los microARNs que mostraron diferencias significativas en las 

VEs de SFC/EM: hsa-miR-150-5p, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-183-5p, 

hsa-miR-33a-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-374a-5p y 

hsa-miR-130a-3p, se expresan predominantemente en músculo 

esquelético y fascia, cerebro y glándulas hormonales como el timo, 

todos ellos órganos cuya afectación ha sido relacionada con el 

SFC/EM [2,10] 

La expresión de un microARN se halla, como ocurre para los 

genes transcritos por la ARNpol-II, regulado a distintos niveles. Su 

transcripción puede verse modificada por cambios la región 

promotora, tales como modificaciones del patrón de metilación o 

modificaciones de las histonas, [97], como demostraron Wang F. et al 

en su reciente trabajo, en el cual reportaron que la desregulación de 

algunos microARNs relacionados con el cáncer colorrectal, podrían 

https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/tissueatlas
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explicarse por alteraciones epigenéticas de la región promotora de 

estos microARNs [98]. Signos de alteraciones epigenéticas del ADNg 

de los pacientes de SFC/EM es una característica descrita 

recientemente por nuestro grupo de investigación, sugiriéndose 

cambios del patrón de metilación de regiones concretas del ADNg de 

pacientes de SFC/EM [47]. El estudio en mayor profundidad de las 

regiones promotoras de los microARNs diferencialmente expresados 

en este trabajo, podría ayudar a identificar los factores 

desencadenantes del patrón de microARNs encontrado, situación 

que podría estar mediada por la proteína MECP2, cuya función está 

relacionada con cambios epigenéticos del ADNg [99], y que tras el 

análisis de enriquecimiento funcional, se pudo observar como este 

trascrito estaba infrarrepresentado en las muestras de SFC/EM.  

Las diferencias en la expresión de los microARNs localizados 

en las regiones intrónicas de genes codificantes (mirtrons), pueden 

ser un reflejo de la desregulación del gen huésped que los aloja, ya 

que la expresión de este tipo de microARNs está directamente 

vinculada a la expresión del gen huésped [79], tal como demostraron 

Doñate-Puertas, R. et al. en su reciente trabajo sobre la 

desregulación de ciertos microARNs relacionados con enfermedades 

cardiovasculares, pudiendo vincular cambios de la expresión de los 

microARNs localizados en regiones intrónicas, con alteraciones en la 

expresión de sus genes huésped [100]. A este respecto, resulto 
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interesante averiguar que de entre los microARNs diferencialmente 

expresados, los microARNs hsa-miR-644a, hsa-miR-340-5p, hsa-

miR-361-5p en la fracción de CMSPs, y el microARN hsa-miR-423-5p 

en la fracción de VEs, localizan en las regiones intrónicas de genes 

codificantes, siendo de gran interés el análisis de la expresión de 

estos genes y su la posible vinculación con el SFC/EM en futuros 

proyectos. 

Comparando los microARNs que han mostrado diferencias 

significativas en este trabajo con los informados en trabajos 

anteriores, solamente se encontraron coincidencias en los 

microARNs hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-106b y hsa-miR-17-5p con el 

trabajo de Brenu et al., aunque presentando contradictoriamente una 

tendencia inversa. Esta discordancia podría deberse a que en el 

trabajo de Brenu solamente se analizaron las células NK de 

pacientes de SFC/EM [83], mientras que en este trabajo se ha 

analizado la fracción completa de CMSPs. El limitado número 

coincidencias, así como las discrepancias encontradas, tiene que 

deberse a la heterogeneidad de la cohorte estudiada y/o la 

metodología empleada para analizar la expresión de los microARNs, 

situación que dificulta la generalización de los resultados obtenidos. 

Entre las limitaciones de este estudio, y de los estudios de 

biomarcadores de SFC/EM en general, cabe destacar el cuidado que 

debe tenerse a la hora de interpretar el significado de los cambios 
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que se observan en las variables de estudio ya que podrían, total o 

parcialmente deberse al estado de polimedicación crónica al que 

están sometidos los pacientes. Los fármacos ejercen un efecto 

notable sobre la expresión de ciertos microARNs, hecho que podría 

explicar la desregulación de alguno de los microARNs identificados. 

Este es el caso del microARN hsa-miR-18a-5p cuya expresión puede 

verse alterada por fármacos antipsicóticos como la Desipramina, o 

los microARNs hsa-miR-146a-5p y hsa-miR-150-5p cuya expresión 

podría ser inducida por acción de la morfina, fármacos, ambos, 

comúnmente prescritos para el tratamiento de síntomas de esta 

enfermedad [44]. 

El hecho de que el biobanco no registrase la medicación de 

los pacientes, junto a que estos pacientes sufrían de afectación 

severa del SFC/EM, hace pensar que no se pudo suprimir la 

medicación ni siquiera unas horas previa toma de muestra de sangre, 

por lo que la desregulación de algunos microARNs como hsa-miR-

18a-5p, hsa-miR-146a-5p o hsa-miR-150-5p debe ser interpretada 

con cuidado.  

Para evitar que estas variables de confusión lleguen a 

comprometer la interpretación de resultados, el NINDS (National 

Institute of Neurological Disorders and Stroke), dentro del NIH, 

impulsó en 2017, una iniciativa con el nombre de “Common Data 

Elements” orientada a establecer qué información mínima debería 
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recogerse de cada participante, y a implementar procedimientos 

metodológicos estándar, hecho que permitirá contrastar los datos 

obtenidos por diferentes grupos y realizar metaanálisis de estudios 

con bajo número de participantes como en el caso de este trabajo [9]. 

La importancia de la identificación del perfil de microARNs del 

SFC/EM obtenido en este estudio reside en el hecho de que sienta 

las bases para cribados dirigidos coste-efectivos de cohortes más 

numerosas y/o geográficamente distantes con fines de confirmar 

validez externa, basándonos particularmente en la validación por 

qRT-PCR de los resultados obtenidos con la tecnología Nanostring. 
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En cuanto al tercer objetivo, tras “Analizar el poder 

discriminante de los microARNs diferencialmente expresados en 

ambas fracciones de forma aislada” se pudo identificar un total de 

20 microARNs (14 en CMSP y 6 en VEs) con capacidad 

discriminante aceptable (AUC>0,75) (Tabla 5 y Tabla 6). Entre ellos, 

el microARN hsa-miR-374a-5p de la fracción de CMSPs y los 

microARNs hsa-miR-4454 y hsa-miR-7975 de la fracción de VEs 

fueron los más destacados en lo que respecta a potencial diagnóstico 

(máximos AUCs). 

A pesar de que los microARNs que presentaban diferencias 

significativas mostraron altos valores de especificidad (75 a 100% en 

CMSP y 77 a 100% en VEs), hecho que minimizaría la aparición de 

falsos positivos, se encontraron valores bajos de sensibilidad (46 al 

55% en CMSP y VEs), situación que podría infravalorar el número de 

casos reales, con alto índice de falsos negativos.  

Ya que este estudio minimiza la heterogeneidad asociada al 

SFC/EM utilizando muestras de pacientes severos procedentes del 

biobanco monográfico UK Biobank ME que garantizan un diagnóstico 

clínico riguroso y un fenotipado exhaustivo, la baja sensibilidad de los 

microARNs diferencialmente expresados podría interpretarse como 

posible alta variabilidad de estos microARNs en el grupo de SFC/EM. 

Es decir, al hecho de que los niveles de estos microARNs no sean 

estables en estos enfermos, tal como muestran las Figuras 11,12 y 
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16. La alta variabilidad dentro el grupo de pacientes de SFC/EM es 

una característica que ha sido reportada por otros autores, llegando 

incluso a proponerse la existencia de subgrupos dentro de las 

cohortes estudiadas [92]. Resultaría recomendable diseñar estudios 

de continuación que incluyan un mayor número de participantes que 

permita determinar si la variabilidad hallada en estos microARNs es 

debida a que la enfermedad induce fluctuaciones de estos 

microARNs o de los microARNs en general, o si efectivamente la 

estratificación de participantes en subgrupos incrementa la 

sensibilidad de los microARNs diferencialmente expresados como 

biomarcadores del SFC/EM.  
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Con respecto al objetivo: “Interpretar el patrón de 

microARNs diferencialmente expresados: modelaje de la 

patofisiología de SFC/EM”, último de los planteados en este 

capítulo de la tesis, la identificación de los genes potencialmente 

diana de los microARNs diferencialmente expresados en CMSP y en 

VEs rindió un elevado número de genes, como fue esperado, ya que 

un microARN tiene la capacidad de regular varios genes [75,76]. Por 

este motivo, y con la finalidad de identificar aquellos genes y rutas 

celulares mayoritariamente afectadas, se restringió el análisis a 

aquellos genes que pudieran ser regulados por al menos dos de los 

microARNs diferencialmente expresados.  

Además, los análisis de enriquecimiento funcional se 

realizaron separando los microARNs sobreexpresados en SFC/EM 

de los inhibidos, con la finalidad de comprobar si cada grupo de 

microARNs controlaba rutas o funciones celulares distintas. Sin 

embargo, e inesperadamente, se obtuvo como resultado la 

sobrerrepresentación de un conjunto de rutas comunes a todos los 

análisis, tanto los realizados con el conjunto de microARNs 

sobrerrepresentados como con los infrarrepresentados en el 

SFC/EM. 

Una de estas rutas mayormente afectada, y común a todos 

los análisis de enriquecimiento funcional, fue la ruta relacionada con 

el propio silenciamiento post-transcripcional mediado por ARNs 
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pequeños. La afectación se confirmó mediante el análisis de la 

expresión del gen diana AGO2 mediante RT-qPCR, detectándose 

niveles significativamente inferiores de este transcrito en las 

muestras de SFC/EM (Figura 23A).  

Resulta interesante encontrar en la bibliografía, que las 

alteraciones de esta ruta celular se han vinculado con trastornos del 

SNC. En concreto, la disfunción del complejo RISC se ha relacionado 

con el cambio del patrón de expresión de microARNs que afectan la 

síntesis de mielina, induciendo la aparición de procesos de dolor 

neuropático [101]. Además, la disfunción de esta ruta celular se ha 

relacionado con la inducción de la polarización de las células Th pro-

inflamatorias, promoviendo procesos de neuroinflamación [102]. Este 

tipo de afectaciones podrían explicar algunos de los síntomas 

descritos para el SFC/EM [2,10].  

El análisis de enriquecimiento funcional también mostró la 

sobrerrepresentación de rutas relacionadas con la señalización 

mediada por receptores NTRKs, cuya sospecha de afectación 

concuerda con la sobreexpresión del transcrito NTRK1 en CMSPs de 

SFC/EM (Figura 23B). Disfunciones de esta ruta celular se han 

relacionado con problemas cognitivos y cambios en el umbral de 

sensibilidad del dolor [103], síntomas característicos del SFC/EM [2] 

y de enfermedades comórbidas, sugiriendo que la aparición de estos 

trastornos podrían atribuirse a alteraciones de esta ruta.  
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De manera interesante, el análisis de enriquecimiento 

funcional también evidenció un conjunto de rutas celulares 

relacionadas con la función biológica de la proteína MECP2. 

Transcrito que se confirmó inhibido en las CMSP de SFC/EM por 

qRT-PCR (Figura 23C).  

La proteína MECP2 es una proteína de unión al ADN 

metilado, que cumple una importante función en el desarrollo 

neuronal, actuando como regulador de la expresión de otros genes. 

Mutaciones sin sentido de la secuencia codificante de este gen, 

muestran una fuerte vinculación con el Síndrome de Rett [104,105], 

un trastorno del desarrollo del sistema nervioso, cuya prevalencia es 

mayor en mujeres que en hombres. El gen MECP2, está localizado 

en el cromosoma X, y las alteraciones severas de la función biológica 

de esta proteína son incompatibles con la vida. Entre la 

sintomatología asociada a esta enfermedad destacan: pérdida de la 

movilidad y coordinación, problemas cognitivos y de comunicación, 

convulsiones, alteraciones del sueño, así como problemas 

musculares o de articulaciones [104], sintomatología que en cierta 

manera guarda relación con la asociada al SFC/EM [2,10]. 

Además, las alteraciones del funcionamiento normal de la 

proteína MECP2, se han relacionado con cambios del patrón de 

metilación del ADN [99], situación en la cual, la perdida de función de 

esta proteína daría como resultado la relajación de la cromatina. De 
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acuerdo con esta posibilidad, nuestro grupo encontró hipometilación 

de ciertas regiones del ADN en pacientes de SFC/EM [47]. Aspecto 

que además hemos vinculado con la activación de elementos 

transponibles tipo HERV [19,106].  

El estudio en mayor profundidad de la posible relación entre 

los síntomas del SFC/EM, el Síndrome de Rett, y la alteración de la 

actividad de la proteína MECP2, quizás permita explicar la mayor 

incidencia femenina del SFC/EM, además de permitir la identificación 

de elementos comunes y distintivos de estas dos enfermedades. 

En resumen, los resultados obtenidos en esta parte del 

proyecto han demostrado la existencia de un patrón de microARNs 

específico del SFC/EM, tanto en CMSP como en VEs, con previsión 

relativamente aceptable para ser utilizados como biomarcadores de 

esta enfermedad. Este hallazgo abre la posibilidad de desarrollar el 

primer test diagnóstico objetivable del SFC/EM, basado en el análisis 

de la expresión de unos pocos microARNs. Además, la interpretación 

de dicho patrón ha permitido establecer relaciones con ciertas rutas 

celulares, cuya afectación podría explicar parte de la sintomatología 

asociada a esta enfermedad, hecho de gran importancia, ya que 

podría conducir a la identificación de los procesos biológicos que 

desencadenan la aparición del SFC/EM y por tanto a su prevención y 

exploración de tratamientos farmacológicos útiles. 
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1 Contexto histórico de las vesículas 

extracelulares (VEs) 

El primer registro descriptivo de las VEs se remonta al año 

1946, cuando Chargaff y West observaron pequeñas partículas 

liberadas por las plaquetas [107]. Sin otra información adicional, se 

propuso que se trataba de elementos de desecho expulsados al 

torrente sanguíneo, cargados posiblemente de compuestos que las 

plaquetas o las células en general querrían eliminar [108]. Tiempo 

después, se demostró que las VEs cumplían un papel fundamental 

en ciertos tipos de linfomas, ya que las células cancerígenas 

conseguían evadir el sistema inmune del huésped gracias a la acción 

de estas partículas. Este hallazgo, hizo reconsiderar la presunción 

inicial de que las VEs constituían meros desechos celulares, y se 

pasó a considerar que las VEs podían intervenir en la comunicación 

celular, quizás actuando como partículas señalizadoras de amplio 

alcance [109]. 

A lo largo de las siguientes décadas, diferentes estudios 

hallaron la presencia de VEs en otros biofluidos como la orina, saliva 

o la leche materna, así como en el sobrenadante cultivos celulares 

humanos, sugiriendo la presencia de este tipo de partículas en todos 

los biofluidos humanos [110]. 
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En 2006 se identificó por primera vez la presencia de 

moléculas de ARN, microARNs incluidos, en el interior de las VEs. 

Este hallazgo reforzó la propuesta de que las VEs podrían jugar un 

papel fundamental en la comunicación celular, transportando 

diferentes moléculas con capacidad moduladora de función en 

células diana [111]. 

El cargo o contenido de las VEs dependerá del tipo celular 

que las genere. Las moléculas de cargo pueden encontrarse tanto en 

el lumen como en la membrana vesicular. Pueden constituir 

proteínas citoplasmáticas, moléculas de ADN y ARN, incluyendo 

microARNs, diferentes tipos de carbohidratos etc. En la membrana 

vesicular se pueden identificar comúnmente balsas lipídicas 

formadas principalmente por ceramidas y esfingomielinas. Además 

ancladas a la membrana también se pueden identificar complejos 

proteínas como el Complejo mayor de histocompatibilidad II, varias 

tetrasparinas o integrinas[111].  

Actualmente se han desarrollado bases de datos como 

ExoCarta, donde pueden consultarse los cargos más comunes de los 

diferentes tipos celulares, facilitando el estudio de las VEs[112]. 

En 2011 se fundó la Sociedad Internacional de VEs (ISEV) 

(https://www.isev.org/), una agrupación de expertos en esta área, 

cuya finalidad fue la de regular y unificar la nomenclatura y 
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metodologías de estudio de estos elementos. Esta coalición de 

expertos estableció tres nomenclaturas diferentes que permitirían 

clasificar las VEs, basándose en su función biológica, origen o 

propiedades biofísicas y de biogénesis [113].  

Actualmente, la nomenclatura más utilizada es la basada en 

las propiedades biofísicas y de biogénesis de las VEs, esta 

nomenclatura permite diferenciar tres grandes grupos de vesículas: 

1) Exosomas con un tamaño de 40 a 120 nm, cuya biogénesis está 

asociada a Endosomas Multivesiculares presentes en el citoplasma 

celular, 2) Microvesículas con un tamaño de 100 a 1000 nm cuya 

formación se produce directamente por evaginación de la membrana 

plasmática, 3) Cuerpos Apoptóticos cuyo tamaño es de 500 a 2000 

nm, y derivan de procesos de apoptosis celular [114].  

Para facilitar la comprensión, en este trabajo el uso del 

término VEs hará referencia exclusivamente a exosomas y 

microvesículas.  

2 Biogénesis de VEs 
La terminología de VEs engloba diferentes tipos de vesículas, 

entre las que destacan los exosomas y las microvesículas como las 

más estudiadas. Aunque los exosomas y las microvesículas 
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presentan grandes similitudes en su composición y estructura, su 

biogénesis es completamente distinta. 

2.1. Biogénesis de exosomas 

Los exosomas son VEs de pequeño tamaño, típicamente de 

40 a 120 nm de diámetro, que se forman en los cuerpos 

multivesículares presentes en el citoplasma celular. Estos cuerpos 

multivesículares derivan de invaginaciones de la membrana 

plasmática durante procesos de endocitosis (Figura 24A), dando 

lugar a un endosoma temprano [114,115] (Figura 24B). Durante su 

migración desde la membrana plasmática hacia el interior de la 

célula, el endosoma sufre modificaciones a nivel de membrana, 

alterándose su composición lipídica y proteica; y del lumen, en cuyo 

seno pasarán a formarse los cuerpos intraluminares o futuros 

exosomas (Figura 24C) [114,116]. En este proceso el endosoma 

temprano acaba transformándose en un endosoma multivesícular, 

incluyendo un alto número de vesículas intraluminares en su interior 

[114,116]. 

Se han descrito dos posibles destinos para los endosomas 

multivesículares: por un lado pueden fusionarse con lisosomas, 

presentes en el citoplasma, promoviendo la degradación de los 

elementos en su interior (Figura 24D); y por otro, el endosoma 

multivesícular puede retornar a la membrana plasmática (Figura 
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24E), fusionándose con ella y liberando al espacio extracelular su 

contenido, exosomas incluidos (Figura 24F) [114,117]. 

Dado el creciente interés por el uso de los exosomas como 

vehículos en biomedicina, los procesos de génesis de los cuerpos 

intraluminares están siendo intensamente estudiados. Hasta la fecha 

se han descrito dos rutas principales de generación de los cuerpos 

intraluminares, siendo la principal diferencia entre ambas la 

participación de los complejos proteicos ESCRT (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport) [114,118,119]. 

2.1.1. Mecanismo dependiente de ESCRT 

Este mecanismo de biogénesis de cuerpos intraluminares, se 

caracteriza por la participación de complejos ESCRT en este proceso 

[114,116]. En una etapa inicial el complejo ESCRT-0 une las 

proteínas que estarán presentes en el interior de los cuerpos 

intraluminares. Por lo general, estas proteínas se hallan altamente 

ubiquitinadas, lo que favorece la unión del complejo ESCRT-0 

mediante los diferentes motivos de unión a ubiquitina que presenta. A 

continuación, el complejo ESCRT-0 transporta dichas proteínas a la 

proximidad de la membrana plasmática del endosoma temprano, 

concentrándolas en ciertas regiones de la membrana (Figura 24H) 

[114,119].  
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Estas regiones ricas en moléculas ubiquitinadas, promueven 

el reclutamiento de ESCRT-I, que a través de la proteína Tsg101 se 

une al complejo ESCRT-0 [114,116]. Es entonces cuando el 

complejo ESCRT-II se une al complejo ESCRT-I, deformando la 

membrana endosomal y generado una yema saliente hacia el lumen 

del endosoma donde se situaran las proteínas ubiquitinadas 

[114,116]. 

Finalmente se inicia la aproximación de los demás 

compuestos que también van a incluirse en el cuerpo intraluminar. 

Los complejos encargados de este transporte dependerán del tipo de 

molécula. Las proteínas no ubiquitinadas son seleccionadas por 

chaperonas citoplásmicas gracias a un péptido señal especifico 

(KFERQ) [114,115] que permiten su unión a la chaperona y 

transporte a la yema del endosoma incipiente [114].  

En el caso de los ARNs, el complejo ESCRT-II es el 

encargado de su selección. Este proceso se lleva a cabo a través de 

regiones de unión a ARN presentes en este complejo [114,119]. En 

el caso concreto de los microARNs los encargados de esta función 

son los complejos RISC o la propia proteína AGO2, cargados con los 

microARNs los que los transportan a la yema del endosoma. 

Estudios recientes sugieren que los microARNs presentes en las 

VEs, presentan secuencias específicas que determina su presencia 

dentro de la vesícula [114,116,117]. 
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Una vez reclutadas las diferentes moléculas en la proximidad 

de la yema, el complejo ESCRT-I promueve la unión del complejo 

ESCRT-III, que será el encargado de la escisión de la vesícula hacia 

el lumen endosomal [114,116,117]. El reciclaje de la maquinaria 

ESCRT requiere la interacción de VPS4 (Vacuolar Protein Sorting-

associated protein 4A), una AAA-ATPasa que aporta la energía 

necesaria para la disociación de los complejos que se liberan al 

citoplasma [114,116]. 

2.1.2. Mecanismo independiente de ESCRT 

Recientemente se han descrito rutas alternativas de 

biogénesis de exosomas que se caracterizan por no depender de la 

acción de los complejos ESCRT para generar las evaginaciones de 

la membrana endosomal. Entre estas rutas destacan las 

relacionadas con la acción de esfingomielinas y ceramidas, o la 

mediada por la acción de las tetraspaninas [114].  

La ruta de biogénesis dependiente de esfingomielinas y 

ceramidas se caracteriza por la importancia que presentan las balsas 

lipídicas de la membrana endosomal, en las que la hidrólisis de la 

esfingomielina produce un aumento local de ceramidas. A su vez, 

este incremento promueve la evaginación de la membrana 

endosomal hacia el lumen generando el cuerpo intraluminal 

[114,120]. 
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Por otro lado, la biogénesis dependiente de tetraspaninas se 

inicia cuando estas proteínas transmembrana se concentran en 

ciertas regiones de la membrana endosomal. Este evento genera una 

deformación de la membrana endosomal, que favorece la 

evaginación de la membrana endosomal que acabará formando el 

cuerpo intraluminal. Recientemente se ha descubierto que la 

tetraspanina CD81 presenta en sus regiones transmembrana 

dominios de unión al colesterol que median la unión a otras 

tetrasparinas [114]. 

2.2. Biogénesis de Microvesículas 

Las microvesículas, también conocidas como ectosomas, son 

VEs con un rango de tamaños muy superior al de los exosomas. 

Típicamente su tamaño puede oscilar entre 100 nm hasta los 1000 

nm de diámetro [121]. A diferencia de los exosomas, las 

microvesículas se forman directamente por proceso de gemación 

externa de la membrana plasmática, liberando la microvesícula 

directamente al espacio extracelular (Figura 24G) [114,121]. 

El proceso de biogénesis de microvesículas tiene lugar en 

regiones concretas de la membrana plasmática, promovidas por la 

reorganización de lípidos y proteínas. Dichas traslocaciones 

moleculares inducen deformaciones de la membrana dando lugar a 

evaginaciones hacia el espacio extracelular, al tiempo que cambios 
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del citoesqueleto aseguran la estabilización y liberación de estas 

estructuras al exterior (Figura 24H) [114,121,122].  

Como en el caso de los exosomas, existen complejos 

proteicos específicos encargados de seleccionar los ácidos nucleicos 

o las proteínas que van a ser empaquetados en las microvesículas, 

aunque el conocimiento de los mecanismos que regulan la selección 

de sus cargos es limitado [114,122]. No obstante, se ha descrito la 

actuación de diferentes elementos anclados en la membrana 

plasmática que sirven como elementos de reconocimiento para las 

moléculas que van a ser transportadas por las microvesículas 

[114,122].  
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Figura 24: Ruta de biogénesis de exosomas y microvesículas. A) Procesos de invaginación 

de la membrana plasmática que generan el endosoma temprano. B) Migración del endosoma 

temprano al interior de la célula. C) Procesos de biogénesis de exosomas dependientes e 

independientes de ESCRT. D) Fusión del endosoma multivesícular con lisosomas para la 

degradación del contenido del endosoma. E) Migración del endosoma multivesícular hacia la 

membrana plasmática. F) Fusión del endosoma multivesícular con la membrana plasmática y 

liberación de los exosomas al espacio extracelular. G) Procesos de evaginación de la membrana 

plasmática, H) Reorganización del citoesqueleto próximo a la evaginación de la membrana 

plasmática. 
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3 Función biológica de las VEs 
Desde que se identificaron este tipo de estructuras 

subcelulares se ha tratado de esclarecer su función biológica. 

Actualmente, existe una vasta literatura relacionando las VEs con 

procesos tumorales, promoviendo metástasis [123] o facilitando la 

evasión del sistema inmune por parte de las células tumorales [124], 

posiblemente debido a que son muchos los grupos que estudian los 

distintos tipos de cáncer. Pero las VEs también se han relacionado 

con enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, 

transportando un conjunto de microARNs cruciales para el desarrollo 

de la enfermedad [125], o con el Alzheimer, actuando como 

vehículos de la proteína β-amieloide, diseminando la enfermedad a lo 

largo del tejido [125]. 

Las VEs también están relacionadas con procesos no 

patológicos, como la respuesta inmune, proceso en que las VEs 

participan como moduladores, induciendo la activación de las células 

NK [126] o en la detección del antígeno por parte de las células T 

[127]. Además, las VEs también juegan un papel fundamental en la 

fisiología del sistema nervioso central, tejido en el que estas 

partículas parecen ser fundamentales en procesos de memorización 

o aprendizaje [128]; o en procesos biológicos tan importantes como 

la reproducción, participando en la maduración de los gametos, la 

fertilización o la implantación del embrión [129]. 
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Actualmente, las VEs están adquiriendo una gran relevancia 

en el campo de la biomedicina por su potencial como vehículos para 

tratar diferentes patologías, ya que pueden ser modificadas para 

transportar diferentes fármacos o secuencias de ARN específicos. 

Además, la alta especificidad de comunicación con los tejidos diana, 

debe permitir un tratamiento dirigido, reduciendo los efectos 

secundarios en comparación a tratamientos sistémicos. Un ejemplo 

del posible uso de las VEs, es el tratamiento de la infección por el 

virus del COVID-19 con VEs obtenidas de células mesenquimales, 

actuando como moduladores de la respuesta inflamatoria o como 

vehículos de moléculas que podrían inhibir la infección por este virus 

o la sintomatología derivada [130,131]. 

4 VEs como biomarcadores 
En la actualidad las VEs son tema de intenso estudios 

también debido al gran potencial que presentan como biomarcadores 

de diversas enfermedades neurológicas tales como el Parkinson 

[132] o el Alzheimer [133]. 

En su función de comunicación intercelular, se espera que 

sus propiedades fisicoquímicas, incluidas la abundancia, tamaño y 

contenidos reflejen problemas fisiológicos asociados con el estado de 

enfermedad. Sin duda, el reciente avance de las técnicas analíticas 
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para el estudio de este tipo de estructuras facilitará la identificación 

de las características de las VEs asociadas a enfermedad. 

4.1. VEs en SFC/EM 

Hasta la fecha, solo existen dos trabajos centrados en el 

estudio de las VEs de pacientes de SFC/EM. Por un lado, un estudio 

piloto llevado a cabo por el grupo del Dr José Alegre del Hospital Vall 

d´Hebrón en Barcelona, cuyos resultados preliminares sugirieron un 

aumento de la cantidad de VEs en el suero de pacientes de SFC/EM, 

además de una disminución en el tamaño de estas estas vesículas 

aisladas de suero [134].  

Por otro lado, el reciente estudio llevado a cabo por el grupo 

de la Dra Ariel Feldstein, de la Universidad de California en San 

Diego, cuyo trabajo se centró en la identificación de proteínas en las 

VEs de pacientes de SFC/EM. Este estudio también reportó un 

aumento significativo del número de VEs en el plasma de pacientes 

SFC/EM, además de un aumento de la concentración de las 

proteínas Talin-1, Filamina-A y 14-3-3, en las VEs de pacientes de 

SFC/EM [51]. 

Aunque ambos trabajos coinciden en que la cantidad de VEs 

circulantes en pacientes de SFC/EM se halla incrementada, la 

heterogeneidad de las muestras utilizadas, así como las diferencias 
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en la metodología y la escasa caracterización de las VEs, hacen 

necesario un análisis más exhaustivo de esta fracción. Además, 

ninguno de los estudios anteriores incluyó enfermos de afectación 

severa como en el caso de este estudio ni tampoco realizó una 

comparativa de su cargo molecular con el de las CMSPs.  

Por lo tanto, en esta parte del proyecto se ha realizado el 

análisis descriptivo del tamaño y la abundancia de las VEs de 

pacientes severos de SFC/EM, así como el estudio de sus 

propiedades fisicoquímicas y de señalización, con la finalidad de 

evidenciar si esta fracción presenta potencial como biomarcador de 

esta enfermedad, y si, como en el caso de enfermedades 

anteriormente mencionadas, pudiera atribuírsele un papel en el 

establecimiento o diseminación del SFC/EM. 
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 Objetivos 

El objetivo principal de esta parte del proyecto se centra en la 

caracterización de las VEs de sangre periférica de pacientes del 

SFC/EM con fines de diagnóstico y de la evaluación de su actividad 

biológica. 

Objetivos específicos: 

1. Caracterización del tamaño, concentración y potencial de 

membrana de las VEs derivadas del plasma de pacientes del 

SFC/EM. 

2. Analizar la capacidad discriminante de las características de 

las VEs de pacientes de SFC/EM. 

3. Identificar cambios en la composición de las VEs de pacientes 

de SFC/EM. 

4. Caracterización de la actividad biológica de las VEs derivadas 

de plasma en un modelo celular de músculo esquelético. 
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1 Análisis demográfico de la población de 

estudio 
Las muestras analizadas en esta parte del estudio, 

procedieron de los mismos voluntarios que en el capítulo anterior, por 

lo que todo lo referido a la caracterización de la población estudiada 

mencionado anteriormente se hace extensible a esta parte del 

estudio, salvo que se indique lo contrario.  

2 Presencia de VEs 
Las VEs se aislaron siguiendo el procedimiento descrito en el 

apartado de Materiales y Métodos nº5.1. metodología basada en la 

precipitación no selectiva de los complejos lipídicos presentes en la 

muestra. 

La presencia de VEs, se confirmó mediante imágenes de 

Microscopia Electrónica de Transmisión y tinción negativa, como se 

detalla en el apartado de Materiales y Métodos nº6. Los resultados 

mostraron la presencia de estructuras de doble membrana, con un 

tamaño entre 80 y 100 nm diámetro, de morfología circular que 

coinciden con las características de las VEs de pequeño tamaño 

incluyendo exosomas (Figura 25A). 
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La presencia de exosomas se determinó mediante 

inmunodetección de proteínas marcadoras de este tipo de vesículas, 

por procedimiento Western Blot, protocolo descrito en el apartado de 

Materiales y Métodos nº 7. En concreto se evaluó la presencia de las 

tetraspaninas CD9 y CD81 típicamente presente en las membranas 

de exosomas, y de las proteínas HSP70 y β-Actina. Como muestra la 

Figura 25B, se detectó la presencia de estos marcadores, tanto en 

las muestras de controles sanos, como en la de pacientes de 

SFC/EM, indicando que nuestras preparaciones de VEs contienen 

exosomas.  
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Figura 25: Identificación de VEs en muestras de Controles Sanos y pacientes severos de SFC/EM. 

A) Imágenes de Microscopia Electrónica de Transmisión de las muestras de Controles Sanos (Izquierda), 

Pacientes severos de SFC/EM (Derecha), las flechas señalan algunas de las VEs identificadas. B) 

Inmunodetección de los marcadores habituales de VEs, con los anticuerpos anti-HSP70 (Santa Cruz 

Biotechnology, cat.SC-7298) anti-β-Actina (Santa Cruz Biotechnology, cat. SC-130657), anti-CD9 (Cell 

Guidance Systems, cat. EX201) y anti-CD81 (Santa Cruz Biotechnology, cat. SC-23962). 
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3 Cuantificación y tamaño de las VEs 
Tras la confirmación de la presencia de VEs de pequeño 

tamaño derivadas de PPP en ambos grupos, se analizaron las VEs 

de un total de 30 muestras (15 controles y 15 pacientes), estudiando 

el tamaño medio y la concentración de vesículas. El análisis se 

realizó utilizando la metodología de Análisis de Seguimiento de 

Nanopartículas (Nanoparticle tracking Analysis) utilizando un 

Nanosight NS300 (Malvern Panalytical), tal como se detalla en el 

apartado de Materiales y Métodos nº5.1. 

Tras aplicar el criterio de Chauvenet se eliminaron 6 muestras 

en estos análisis (3 controles y 3 pacientes), dejando el número total 

de muestras analizadas a 24. Los resultados mostraron diferencias 

significativas (pvalor<0,05) en el tamaño de las VEs (Figura 26A). En 

concreto, la población de VEs de pacientes severos de SFC/EM, 

presentaron un menor tamaño (91±4.0nm) que las VEs del grupo de 

sujetos sanos (103,8±3,2 nm).  

En cuanto a la cuantificación de estas vesículas, no se 

encontraron diferencias significativas (pvalor>0,05) entre ambos 

grupos (Figura 26B). Sin embargo, se pudo identificar una tendencia, 

en la cual el grupo de pacientes severos de SFC/EM presentaría una 

mayor cantidad de vesículas que en el grupo control.  
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Dado que el método de análisis utilizado puede estar 

condicionado por la presencia de altas concentraciones de proteínas, 

se procedió a repetir el aislamiento de las VEs esta vez incluyendo 

un pretratamiento con proteinasa K (paso opcional recomendado por 

el proveedor al analizar fluidos ricos en proteínas, como es el caso 

del plasma). Una vez analizadas las muestras con el pretratamiento 

con proteinasa K, se volvieron a comparar ambos grupos, con la 

finalidad de confirma las diferencias identificadas con anterioridad.  

Figura 26: Análisis del seguimiento de Nanoparticulas derivadas de plasma      

A) Análisis del tamaño de las VEs del grupo control y pacientes severos de 

SFC/EM. B) Cuantificación del número de VEs por mililitro del grupo control y 

pacientes severos de SFC/EM. Las barras horizontales muestran las medias para 

cada uno de los grupos, y los bigotes indican la desviación estándar. 

(N=12/grupo) NS No Significativo, *pvalor<0,05. 
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El tratamiento con proteinasa K no produjo cambios 

significativos en el tamaño o la concentración de VEs (Figura 27). Sin 

embargo se observaron tendencias en la disminución del tamaño y 

una mayor variabilidad en rendimientos (Figura 27 A-D) con el 

tratamiento enzimático.  

  

Figura 27: Efecto del tratamiento con proteinasa K sobre el tamaño y la 

concentración de VEs. A y B).Cambios en el tamaño y concentración de las VEs 

de las muestras del grupo control sin pretratamiento (Izquierda) y con proteinasa K 

(Derecha), respectivamente. C y D).Cambios en el tamaño y concentración de las 

VEs de las muestras de pacientes de SFC/EM sin pretratamiento (Izquierda) y con 

proteinasa K (Derecha), respectivamente. (N=12/grupo) Ns= No significativo  
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Los resultados obtenidos al comparar las muestras VEs con 

el pretratamiento con proteinasa K, confirmaron las diferencias 

encontradas en cuanto al tamaño de las VEs, en las cuales, las VEs 

de pacientes de SFC/EM presentaron un tamaño medio 

significativamente menor (92±4nm) que las VEs del grupo control 

(97±7nm) (Figura 28A). 

Con respecto a su cuantificación, el tratamiento con 

proteinasa K se tradujo en rendimientos significativamente distintos, 

con una mayor cantidad en las muestras de pacientes de SFC/EM 

severos (8,9x1010±1,1x1010 partículas/ml) que en las de sujetos 

sanos (5,4x1010±7,8x109 partículas/ml) (Figura 28B) 

  

Figura 28: Análisis del seguimiento de Nanoparticulas derivadas de plasma pretratadas 

con proteinasa K. A) Análisis del tamaño de las VEs controles y pacientes severos de 

SFC/EM. B) Cuantificación del número de VEs/ml de controles y pacientes severos de 

SFC/EM. Las barras horizontales muestran las medias para cada uno de los grupos, y los 

bigotes indican la desviación estándar (N=12/grupo)* pvalor<0,05. 
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4 Potencial de membrana de las VEs 
Bajo la premisa de que las características fisicoquímicas de 

las VEs influirán en su función biológica, se planteó evaluar su 

potencial de membrana, mediante una técnica basada en analizar la 

electronegatividad de sus membranas, cuyos resultados podrían 

indicar posibles diferencias en su composición y estabilidad, que 

impactarían sobre su función.  

Como se mencionó en el apartado anterior, debido al método 

de aislamiento de VEs seleccionado, las muestras podrían presentar 

contaminaciones con proteínas plasmáticas que podrían modificar las 

mediciones. Por este motivo, se analizaron tanto las VEs con el 

tratamiento de proteinasa K como sin él.  

El tratamiento con proteinasa K se tradujo en una menor 

electronegatividad, como se puede apreciar en las Figuras 29A y 29B 

al comparar las mismas muestras con y sin el tratamiento, efecto que 

se observa tanto en las muestras de SFC/EM como en las muestras 

control, lo que parece indicar que el tratamiento con proteinasa K 

tiene un efecto similar sobre ambos grupos de muestras. 

De una manera interesante, las VEs de pacientes de SFC/EM 

presentaron valores de potencial de membrana más negativos que 

las del grupo control, tanto en las muestras aisladas sin el 

tratamiento (Figura 29C), como en las preparadas con pretratamiento 
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de proteinasa K (Figura 29D), Estas diferencias pudieran quizás ser 

un indicativo de posibles alteraciones de la composición de estas 

VEs, que a su vez podrían traducirse en alteraciones de su función 

biológica. 

Figura 29: Análisis del potencial de membrana de las VEs derivadas de plasma. 

A) Potencial de membrana de las muestras del grupo control sin pretratamiento 

(Izquierda) y con proteinasa K (Derecha) B). Potencial de membrana de las 

muestras de pacientes severos sin pretratamiento con proteinasa K (Izquierda) y con 

proteinasa K (Derecha) C) Potencial de membrana de las VEs sin pretratamiento con 

proteinasa K D) Potencial de membrana de las VEs tratadas con proteinasa K. Las 

barras horizontales muestran las medias para cada grupo, los bigotes muestran la 

desviación estándar de cada grupo, (N=14/grupo) *pvalor<0,05. 
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5 Uso de las características de las VEs 

como biomarcadores del SFC/EM 
Con el objetivo de identificar si las características biofísicas 

de las VEs de pacientes de SFC/EM presentaban capacidad 

discriminante, y por tanto pudiesen ser utilizadas con fines 

diagnósticos, se realizó un análisis de la curva ROC de estas 

variables siguiendo la metodología propuesta en apartado de 

Materiales y Métodos nº10.  

Los resultados mostraron que todas las variables analizadas 

presentaron una notoria capacidad discriminante (AUC>0,75). En 

particular el potencial de membrana tras tratamiento con proteinasa K 

(AUC: 0,81, 95%IC 0,65-0,97) y la concentración de VEs, también 

tras tratamiento con proteinasa K (AUC: 0,80, 95%IC 0,6-0,99) 

resultaron ser las variables con mejor capacidad predictiva (Tabla 8 y 

Figura 30).  

Tabla 8: Resultados del análisis de las curvas ROC de las características de las VEs de plasma. 

AUC= Área bajo la curva; 95%IC= Intervalo de confianza al 95%; P.C. Punto de corte; %Esp= porcentaje de especificidad; %Sen= 
porcentaje de sensibilidad  
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Tras analizar la especificidad y la sensibilidad de estas 

variables, utilizando como punto de corte el valor medio del grupo de 

pacientes; se pudo observar una situación similar a la previamente 

descrita para los microARNs diferencialmente expresados en el 

Capítulo I, por una parte se obtuvieron valores elevados de 

especificidad, oscilando entre el 72% al 100%; correspondiente a 

bajas tasas de falsos positivos, también para estas variables; 

mientras que la sensibilidad fue de nuevo baja, oscilando entre el 45-

50%, sugiriendo una alta tasa de falsos negativos (Tabla 8 y Figura 

30). 

  

Figura 30: Curvas ROC de las características de las VEs. A) Tamaño de las 

vesículas B) Tamaño de las vesículas con el tratamiento con proteinasa K, C) 

Concentración de vesículas D) Concentración de vesículas con tratamiento con 

proteinasa K, E) Potencial de membrana de las vesículas F) Potencial de membrana de 

las vesículas tratadas con proteinasa K. 
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6 Espectroscopia Raman 
La espectroscopia Raman constituye un método rápido y 

sencillo para identificar la huella molecular de las muestras 

analizadas. Comúnmente esta técnica ha sido utilizada para estudiar 

células completas, pudiendo discriminar tipos celulares. Más 

recientemente, se ha comenzado a utilizar para estudiar la 

composición de elementos de nivel subcelular, como las VEs, 

permitiendo identificar la composición básica de estas partículas 

[135]. 

Aunque su uso para la discriminación de VEs no se halla 

todavía implementado, Gualerzi et al., mostraron que esta técnica 

puede diferenciar VEs según la célula de origen y estado, en 

concreto encontraron que las VEs procedentes de células 

mesenquimales de médula ósea y las derivadas de mesenquimales 

de grasa presentaban patrones distintos, a modo de huella molecular 

[136]. También el estado de diferenciación celular quedaba reflejado 

en al patrón Raman obtenido. Esto unido a la simplicidad de 

preparación de la muestra y rapidez de ensayo, alrededor de 5 

mins/espectro, acorde a Smith et al.[137], hizo que nos decidiéramos 

a utilizarla para confirmar si los cambios en el potencial de 

membrana de las VEs de pacientes de SFC/EM previamente 

observados, podían reflejarse con carácter discriminante. Además, 

las huellas podrían resultar informativas de cambios en la 
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composición de las VEs ya que los registros de las huellas, aunque 

no permiten asignación, son indicativos de ciertos compuestos. 

6.1. Perfil Raman de las VEs  

Para obtener el perfil base de las VEs purificadas de PPP 

humano mediante precipitación no selectiva (kit TEIR, Invitrogen, 

apartado de Materiales y Métodos nº8), se analizaron tres muestras 

pertenecientes al grupo control aisladas obviando el pre-tratamiento 

con proteinasa K, ya que el tratamiento enzimático podría alterar la 

composición proteica de la membrana de las VEs. 

Los resultados mostraron cuatro zonas con registros de 

destacada intensidad, localizadas en las regiones de 960-1030 cm-1, 

con valor máximo en 1003 cm-1, de 1100-1160 cm-1 con valor 

máximo en 1154 cm-1, de 1500-1550 cm-1 con valor máximo en 1517 

cm-1 y de 2800-3000 cm-1 con valor máximo en 2930 cm-1. Además, 

se identificaron ocho picos de menor intensidad con valores máximos 

en 428 cm-1, 876 cm-1, 958 cm-1,1281 cm-1, 2156 cm-1, 2307 cm-1, 

2516 cm-1 y 2661 cm -1 en todas las preparaciones (Figura 31).  
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Con el uso de la base de datos KnowltAll® informatics 

systems (Biorad), así como, la bibliografía asociada a este técnica, 

se trató de identificar las posibles biomoléculas correspondientes a 

los picos destacados en las huellas, lo que permitió teorizar que la 

señal con intensidad máxima en 1003 cm-1 podría estar relacionado 

con el aminoácido aromático fenilananina [136,138], la señal 

localizada en la región 1100-1160 cm-1 con máximo en 1154 cm-1 

podría incluir diferentes tipos de carbohidratos, carotenoides o 

ceramidas [136,139], la señal localizada en la región 1200-1300 cm-1 

con máximo en 1281 cm -1 podría corresponder a compuestos con 

grupos Amida III [136,138], la señal localizada en la región 1500-

1550 cm-1 con pico en 1517 cm-1 podría asignarse a otro tipo de 

carotenoides [136] y finalmente la señal localizada en la región 2800-

3000 cm-1 con pico en 2930 cm-1 podría corresponder a diferentes 

tipos de fosfolípidos, como fosfatidilcolinas o esfingomielinas [140]. 

De una manera interesante, todas las posibles moléculas citadas 

Figura 31: Espectro representativo de las VEs derivadas del PPP del grupo 

control. 
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coinciden con elementos previamente asociados con VEs derivadas 

del plasma humano. 

Con respecto a las señales de menor intensidad, podrían 

asociarse con diferentes tipos de nucleótidos, lípidos o proteínas, 

pero debido a la baja intensidad de estas señales no se pudo realizar 

una correcta interpretación, por lo que se desconoce a que 

biomoléculas corresponderían. 

En definitiva, la Figura 31 muestra, tal como fue esperado, la 

obtención de un patrón o huella del tipo de muestra analizada, en 

nuestro caso de VEs de plasma humano obtenidas con el protocolo 

descrito. En principio, cambios en la composición de las VEs de 

pacientes de SFC/EM podrían rendir cambios en este patrón de 

absorbancias.  
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6.2. Diferencias en la composición de las VEs de 

SFC/EM 

Tras obtener la huella Raman de este tipo de muestra, se 

compararon el resto de la colección bajo estudio: 15 muestras de 

pacientes severos de SFC/EM y 15 muestras de sujetos control. 

El análisis de las muestras de SFC/EM permitió identificar, 

como fue esperable, las mismas cuatro regiones de alta intensidad 

detectadas en las muestras de controles sanos, en concreto las 

localizadas en las regiones 960-1030 cm-1 con valor máximo en 1003 

cm-1, de 1100-1160 cm-1 con valor máximo en 1154 cm-1, de 1496-

1550 cm-1 con valor máximo en 1517 cm-1 y de 2800-3000 cm-1 con 

valor máximo en 2930 cm-1. Con respecto a las señales de menor 

intensidad, sin embargo, solamente se detectaron cinco de las ocho 

señales identificadas en el patrón de referencia y el resto de 

muestras del grupo control, en concreto se identificaron las señales 

con picos en 429 cm-1, 956 cm-1, 1280 cm-1, 2306 cm-1 y 2660 cm-1, 

mientras que las señales localizadas en 876 cm-1, 2156 cm-1, 

previamente identificadas en las muestras de sujetos sanos, no 

pudieron visualizarse en este grupo de muestras (Figura 32).  
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Resultó interesante observar diferencias de intensidad de 

algunos picos mayoritarios en el patrón. En concreto, las señales 

localizadas en las regiones 960-1030cm-1 con pico en 1003cm-1 y 

2800-3000 cm-1 con pico en 2930cm-1 mostraron mayor intensidad en 

la fracción de sujetos sanos, mientras que las señales localizadas en 

las regiones 1100-1160cm-1 con pico en 1154cm-1 y 1496-1550cm-1 

con pico en 1517cm-1 presentaron mayor intensidad en las muestras 

de pacientes (Tabla 9 y Figura 33).  

Figura 32: Espectroscopia representativo de las VEs derivadas del PPP de pacientes 

severos de SFC/EM.  

Tabla 9: Diferencias en la espectroscopia Raman. Se muestra la media para cada 

absorvancia junto con la desviación estandar 

Abs: Absorbancia DE: Desviación estándar 
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Estos resultados sugieren diferencias en la composición de 

las VEs derivadas del PPP de pacientes de SFC/EM. En concreto las 

diferencias podrían suponer la presencia de una mayor cantidad de 

carbohidratos, carotenoides o ceramidas, y una menor cantidad de 

fenilalanina y fosfolípidos en las VEs de pacientes. Estas diferencias 

podrían corresponderse con alteraciones de la función biológica de 

las VEs de pacientes y en cualquier caso constituir un biomarcador 

de la enfermedad. 

7 Análisis de la actividad biológica de las 

VEs 
Para tratar de identificar posibles alteraciones de la actividad 

biológica de las VEs de pacientes severos de SFC/EM, acorde a las 

diferencias registradas en sus propiedades fisicoquímicas y huella 

Raman, se evaluó el efecto de su presencia sobre un sistema de 

células sensoras utilizando la metodología MitoXpress-Intra, 

tecnología que permite identificar cambios en el metabolismo celular 

producida por agentes externos mediante la monitorización del 

consumo de oxígeno de la célula diana. 

Para estos ensayos se utilizó la línea celular de 

Rabdomiosarcoma (ATCC® CCL-136TM), modelo celular de músculo 

esquelético, útil para medir cambios en el metabolismo mitocondrial 

[141]. 
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7.1. Descripción de la población  

Ante la imposibilidad de disponer de alícuotas adicionales 

desde el biobanco monográfico UK ME, y siendo que el sistema 

MitoXpress-Intra requería de puesta a punto del ensayo, se tuvo que 

reclutar una nueva cohorte de participantes. Esta nueva cohorte 

incluyó 40 participantes: 20 pacientes de SFC/EM y 20 controles 

sanos emparejados por sexo y edad, todos ellos cumpliendo los 

criterios de inclusión especificados en el apartado de Materiales y 

Métodos nº1.  

Los pacientes fueron reclutados a través de las diferentes 

asociaciones de la Comunidad Valenciana, todos ellos cumpliendo 

los criterios de Centro de Control de Enfermedades (CDC-1994) [4], 

así como los criterios del Consenso Canadiense (CCC) [52], 

utilizados para el diagnóstico de SFC/EM. Las muestras control 

procedieron de voluntarios sanos de la Universidad Católica de 

Valencia y de la Mutua Valora Prevención S.L.  

La media de edad del grupo de pacientes fue de 45,6 años 

(rango 43-52 años) mientras que en el grupo de controles fue de 46,8 

años (rango 41-62 años). 

Los resultados del cuestionario SF-36, reflejó claras 

diferencias en los parámetros físicos, incluido el funcionamiento 

físico, las limitaciones por problemas físicos o el dolor corporal, y alta 
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variabilidad en parámetros psicológicos como el rol emocional o la 

salud mental, con valores para algunos pacientes similares al grupo 

control (Figura 34), mostrando grandes similitudes con la cohorte 

inicialmente estudiada.  

   

Figura 34: Resultados del cuestionario SF-36 de la cohorte utilizada en el 

análisis de la actividad biológica de las VEs. Las barras horizontales indican las 

medias aritméticas para cada grupo. Los bigotes muestran la desviación estándar de 

cada grupo (N=20/grupo) **pvalor<0,01 ***pvalor<0,001 Los valores de ordenadas 

corresponden a las puntuaciones de los subapartados del instrumento SF-36, según 

se indica. 
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7.2. Efecto del PPP sobre el metabolismo celular 

La metodología MitoXpress-Intra Intracellular Assay 

constituye un novedoso método de detección de cambios de la 

concentración de oxigeno intracelular ([iO2]), cuyo fundamento se 

basa en los cambios de emisión fluorescente de esta sonda (Figura 

1). Este sistema sensor es captado por endocitosis, hecho que evita 

las dificultades asociadas a técnicas alternativas basadas en el uso 

de microelectrodos. Esta metodología ofrece una monitorización 

directa, a tiempo real, de los cambios en la respiración celular. 

Además, la inocuidad del agente MitoXpress-Intra permite el registro 

de cinéticas de [iO2] a tiempos largos, y por tanto una visión más 

amplia del efecto producido por agentes exógenos sobre las células 

sensoras [142]. 

Aunque la técnica ha sido frecuentemente utilizada para 

detectar cambios en la respiración celular producidos por fármacos o 

biomoléculas [143], así como para identificar cambios en la 

respiración producidos por alteraciones en diferentes estadios del 

desarrollo [144] o problemas asociados a la cadena de transporte 

electrónico [145], hasta el momento no ha sido empleada para 

analizar los posibles cambios inducidos por el plasma. A este 

respecto la casa comercial confirmó la adecuación de esta 

metodología para analizar el posible efecto del plasma, como medio 

condicionado, sobre cambios del oxígeno intracelular. Por tanto los 
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datos obtenidos en este estudio podrán servir de referencia a 

estudios futuros de diseño similar. 

 

Inicialmente, dada la total ausencia de trabajos de referencia, 

hubo que poner a punto esta técnica. Para determinar si la adición de 

PPP producía algún efecto sobre la [iO2] se analizaron cuatro 

Figura 35: Efecto sobre la [iO2] producida por diferentes concentraciones de PPP. A) 0,5% de 

plasma, B) 3,5% de plasma, C) 5% de plasma y D) 10% de plasma. En morado se hace referencia 

a las células tratadas con Antimicina A, en azul a las células no tratadas y en rojo a las células 

tratadas con plasma (N=1). 
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concentraciones diferentes de plasma de sujetos sanos (0,5%, 3,5%, 

5% y 10%), manteniendo constante el número de células por ensayo 

(75.000/pocillo). 

Los resultados mostrados en la Figura 35 sugirieron que el 

tratamiento con PPP se tradujo en una disminución de los niveles de 

[iO2] por parte de las células sensoras. Efecto que resultó más 

notable cuanto mayor fue la proporción de plasma utilizado, (Figura 

35 A-D). Además, este cambio no era permanente, sino que 

trascurrido un tiempo post-adición, que dependió directamente de la 

concentración de plasma utilizada, la [iO2] retornaba a niveles 

similares a los registros al inicio del ensayo (fase de recuperación) y 

a los de las células control no tratadas.  

A pesar de que las cinéticas de [iO2] post-adición de PPP 

mostraban efectos de saturación (registros máximos) en ensayos al 

5%, se optó por seleccionar el tratamiento de 10% para el resto de 

ensayos por mostrar cinéticas de recuperación más extendidas 

(pasados los 480 mins), permitiendo evaluar posibles efectos tardíos 

de los componentes del plasma como pudieran ser los mediados por 

VEs (Figura 35D) 

Para validar la cinética de respuesta al tratamiento con PPP 

sobre la [iO2], se analizaron un total 20 muestras control, cada una 

por triplicado. Como se observa en la Figura 36A, transcurridos 60 
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mins tras la adición del plasma, las células tratadas experimentaron 

una disminución del 75% de la [iO2] con respecto a las células no 

tratadas (Figura 36B), efecto que se extendió a lo largo de 180 mins 

adicionales, hasta un período total de 240 mins. Pasado este período 

la [iO2] aumentó, hasta alcanzar niveles de alrededor del 25% por 

debajo de las células no tratadas en el periodo comprendido entre los 

420 a 480 mins tras iniciar el experimento (Figura 36C). Resultó 

sorprendente observar que los ensayos de validación mostraban una 

fase de recuperación notoriamente más temprana que el ensayo 

orientativo único inicial (Figura 36D), alertando de posible variabilidad 

inter-ensayo en la medida de efectos tardíos (Figura 35D y 36C), 

quizás dependiente del batch celular ensayado. 

Por último, transcurridos 480 mins tras iniciar el ensayo, las 

células tratadas con el PPP de sujetos sanos, mostraron unos niveles 

de [iO2] ligeramente inferiores, en torno al 5% menor que las células 

no tratadas (Figura 37D), situación que se mantuvo hasta finalizar el 

ensayo. 

Estos resultados sugieren que el PPP tiene un claro efecto 

sobre la [iO2] de las células sensor ensayadas, y que este efecto no 

es permanente, sino que tiene un tiempo medio de 240 mins, tiempo 

tras el cual la célula parece reajustarse gradualmente, aunque el 

efecto es mayoritariamente reversible, presenta un pequeño efecto 
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residual, mostrando una disminución de la [iO2] en comparación con 

las células no tratadas.  

Figura 36: Ensaño de MitoXpress-Intra del PPP de sujetos sanos. A) Cinética de 

cambios en la [IO2] de células tratadas con 10% de plasma (Verde), células no tratadas 

(Azul) y las células tratadas con Antimicina A (Morado) a lo largo de 900 mins, B) 

Niveles de oxígeno en relación con las células no tratadas (Azul), en el intervalo de 120 

a 180 mins tras iniciar el experimento, de las células tratadas con plasma de sujetos 

sanos (Verde) y de las células tratadas con Antimicina A (Morado),C) Niveles de oxígeno 

en relación con las células no tratadas (Azul), en el intervalo de 420 a 480 mins tras 

iniciar el experimento, de las células tratadas con plasma de sujetos sanos (Verde) y de 

las células tratadas con Antimicina A (Morado) D) Niveles de oxígeno intracelular 

relativos al oxigeno intracelular de las células no tratadas (Azul), en el intervalo de 660 a 

720 mins tras iniciar el experimento, de las células tratadas con plasma de sujetos sano 

(Verde) y células tratadas con Antimicina A (Morado). (N=20), ***pvalor<0,001. 
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7.2.1. Controles del efecto del PPP 

Como se mostró en el apartado anterior, el tratamiento de las 

células sensoras con 10% de PPP produjo un efecto significativo 

sobre los niveles de [iO2] en las células de músculo ensayadas. Para 

tratar de identificar la naturaleza de los agentes responsables del 

efecto, y poder vincularla a modificaciones del metabolismo celular, 

se repitieron los ensayos introduciendo una serie de condiciones 

control.  

En primer lugar, con la finalidad de descartar que el efecto 

observado derivase de un posible choque osmótico inducido por la 

presencia del agente quelante de iones EDTA, utilizado como 

anticoagulante en la extracción de sangre (K2EDTA), se realizó de 

nuevo el ensayo, tratando las células con EDTA a la misma 

concentración (0,1mg/ml) que se estimaba presente en la muestra de 

plasma, al realizar la extracción de la sangre con tubos de 10 mL de 

K2EDTA (BD Vacutainer® cat. 366643). 

Los resultados mostraron que las células tratadas con el 

anticoagulante K2EDTA, no ven modificada su [iO2], sino que siguen 

un comportamiento similar al de las células no tratadas, lo que 

permite descartar un posible artefacto inducido por desbalance iónico 

(Figura 37A). 
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A continuación, se ensayó el co-tratamiento de las células 

sensoras con PPP y 25 mM de Antimicina A, un inhibidor de la 

cadena transportadora de electrones a nivel del complejo III, que 

interrumpe la fosforilación oxidativa, con la finalidad de evidenciar la 

vinculación de este drástico efecto, inhibidor de la [iO2], con el 

metabolismo mitocondrial. 

Los resultados mostraron que las células sensoras tratadas 

con la combinación de PPP y Antimicina A, presentaron niveles de 

[iO2] similares a las células tratadas solamente con Antimicina A. 

Estos resultados indican que los cambios en la [iO2], producidos por 

el tratamiento con PPP, podrían estar vinculados a cambios en el 

metabolismo mitocondrial, mediante la acción de un componente de 

naturaleza desconocida presente en el plasma (Figura 37B). 

Por último, con el objetivo de identificar la naturaleza/tipo del 

compuesto (orgánico o inorgánico) presente en plasma, éste se 

sometió a un pretratamiento de inactivación térmica, que consistió en 

la incubación a 55ºC durante 30 mins previa adición a las células. La 

inactivación térmica es un procedimiento ampliamente utilizado para 

ensayar la estabilidad de componentes orgánicos. 

Los resultados mostraron que las células tratadas con el PPP 

inactivado térmicamente presentaron niveles de [iO2] similares a los 

de las células no tratadas, mientras que las células tratadas con el 
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mismo porcentaje de PPP (10%) no sometido a esta inactivación, 

muestran cambios de la [iO2], tal como observo anteriormente. En 

definitiva, estos resultados sugirieron que las alteraciones de la [iO2] 

deberían estar vinculadas a elementos termosensibles habitualmente 

presentes en el PPP (Figura 37C). 

  

Figura 37: Controles sobre el cambio de la [iO2]. A) Niveles de oxígeno intracelular 

de células tratadas con la combinación de PPP y Antimicina A (Verde), células no 

tratadas (Azul) y células tratadas con Antimicina A (Morado), B) Niveles de oxígeno 

intracelular de las células tratadas con el anticoagulante K2EDTA (Verde), células no 

tratadas (Azul) y células tratadas con Antimicina A (Morado), C) Niveles de consumo 

de oxigeno de las células tratadas con PPP inhibido (Rojo), células tratadas con PPP 

(Verde), células no tratadas (Azul) y células tratadas con Antimicina A (Morado)(N=1). 
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7.3. Alteraciones en consumo de oxígeno asociadas 

al PPP de pacientes de SFC/EM 

Aunque la presencia de elementos orgánicos en el PPP 

resulte un hallazgo interesante, el objetivo de nuestro estudio era 

evaluar posibles diferencias en el plasma de pacientes de SFC/EM 

que pudieran servir como biomarcador de la enfermedad. Para ello 

se pasó a comparar el efecto del plasma de SFC/EM sobre el 

consumo de oxígeno en estas mismas células, en comparación a un 

porcentaje similar de plasma procedente de individuos sanos.  

El tratamiento con PPP de SFC/EM se tradujo en cambios en 

la [iO2] similares a los observados con el plasma de donantes sanos 

(Figura 38A), en concreto en el período de 120 a 180 mins, tras 

iniciar el experimento, las células tratadas mostraron una marcada 

reducción de la [iO2] del 70% con respecto a las células no tratadas 

(Figura 38B), efecto que se extendió hasta los 300 mins post-adición. 

Pasado este tiempo y como en el caso del ensayo con plasma de 

sujetos sanos, se iniciaba una recuperación de la [iO2], como se 

puede apreciar en la franja temporal de 420 a 480 mins, en la cual 

las células tratadas mostraron unos niveles de [iO2] entorno al 44% 

menores que las células no tratadas (Figura 38C). Por último, cuando 

la [iO2] de las células tratadas se estabilizó, fue interesante observar 

que a diferencia del patrón de recuperación mostrado por las células 

tratadas con plasma de controles sanos, las células que recibían 
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plasma de pacientes de SFC/EM nunca llegaban recuperar los 

niveles considerados fisiológicos en las células sensoras ensayadas. 

Como se puede observar en la franja temporal de 660 a 720 mins, 

las células tratadas con plasma de pacientes muestran una reducción 

del 20% de la [iO2] (Figura 38D), en comparación con las células no 

tratadas, situación que se extendió hasta finalizar el ensayo. 

Estos resultados sugieren un efecto diferencial producido por 

el PPP de pacientes de SFC/EM sobre las células sensor, mostrando 

posibles alteraciones de la respiración celular, efecto distintivo del 

inducido por una fracción equivalente de plasma de sujetos sanos. 
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Figura 38: Ensaño de MitoXpress-Intra del PPP de SFC/EM, A) Cinética de 

cambios en la [IO2] de células tratadas con 10% de plasma de pacientes de SFC/EM 

(Rojo), células no tratadas (Azul) y células tratadas con Antimicina A (Morado) a lo 

largo de 900 mins, B) Niveles de oxígeno en relación con las células no tratadas 

(Azul), en el intervalo de 120 a 180 mins tras iniciar el experimento, de las células 

tratadas con plasma de pacientes de SFC/EM (Rojo) y de las células tratadas con 

Antimicina A (Morado),C) Niveles de oxígeno en relación con las células no tratadas 

(Azul), en el intervalo de 420 a 480 mins tras iniciar el experimento, de las células 

tratadas con plasma de pacientes de SFC/EM (Rojo) y de las células tratadas con 

Antimicina A (Morado), D) Niveles de oxígeno intracelular relativos al oxigeno 

intracelular de las células no tratadas (Azul), en el intervalo de 660 a 720 mins tras 

iniciar el experimento, de las células tratadas con plasma pacientes de SFC/EM (Rojo) 

y células tratadas con Antimicina A (Morado)(N=20).***pvalor<0,001. 
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Comparando el efecto sobre la [iO2] derivado del tratamiento 

con el plasma de ambos grupos (Figura 39A), se pudo observar que 

en la franja temporal de 120 a 180 mins las células sensoras tratadas 

con plasma de controles mostraron niveles significativamente 

menores de [iO2] al compararlas con las células tratadas con plasma 

de pacientes (Figura 39B). Esta reducción de la [iO2] mostro una 

mayor duración en las células tratadas con plasma de pacientes, 

extendiéndose a lo largo de 300 mins, mientras que en el grupo 

control tuvo una duración de 240 mins. Tras este período, ambos 

grupos experimentaron un aumento de la [iO2]. En este punto de 

inflexión de la cinética de [iO2] fue donde se identificaron las mayores 

diferencias entre grupos. En la franja temporal de 420 a 480 mins, las 

células tratadas con plasma de controles mostraron una reducción 

del 25% de la [iO2], con referencia a las células no tratadas, mientras 

que las que reciben el plasma de pacientes mostraron una reducción 

del 44% (Figura 39C). 

Una vez la [iO2] se estabilizó en ambos grupos, en el intervalo 

de 660 a 720 mins, se observaron diferencias significativas en la 

[iO2], de forma que las células tratadas con plasma de pacientes de 

SFC/EM mantuvieron unos niveles de [iO2] entorno al 20% inferiores 

a las células no tratadas, mientras que las células tratadas con 

plasma de controles alcanzaron unos niveles similares a estas 

células (Figura 39D).  
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Estos resultados sugieren diferencias en la composición del 

PPP de pacientes de SFC/EM, que pudieran condicionar el 

funcionamiento de este biofluido y por tanto inducir un efecto 

sistémico en el individuo. Será de interés identificar los elementos 

causantes de este efecto diferencial que podrían estar relacionados 

con la sintomatología, particularmente las deficiencias metabólicas 

de los pacientes. 
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Figura 39: Comparación del efecto sobre los niveles de [iO2] entre grupos. A) 

Cinética de cambios en la [IO2] por parte de las células tratadas con plasma de 

sujetos sanos (Verde), células tratadas con plasma de pacientes de SFC/EM (Rojo), 

células no tratadas (Azul) y células tratadas con Antimicina A (Morado). B) Niveles 

de oxígeno intracelular relativos en el intervalo de 120 a 180 mins tras la incubación 

de las células tratadas con plasma de sujetos sanos(Verde), células tratadas con 

plasma de pacientes de SFC/EM (Rojo) y células tratadas con Antimicina A (Morado) 

con respecto a las células no tratadas (Azul) C) Niveles de oxígeno intracelular 

relativos en el intervalo de 420 a 480 mins tras la incubación de las células tratadas 

con plasma de sujetos sanos(Verde), células tratadas con plasma de pacientes de 

SFC/EM (Rojo) y células tratadas con Antimicina A (Morado) con respecto a las 

células no tratadas (Azul) D) Niveles de oxígeno intracelular relativos en el intervalo 

de 660 a 720 mins tras la incubación con células tratadas con plasma de sujetos 

sanos (Verde), células tratadas con plasma de pacientes de SFC/EM (Rojo) y 

células tratadas con Antimicina A (Morado) con respecto a las células no tratadas 

(Azul). (N=20/grupo) *** pvalor< 0,01. 
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7.4. Efecto de las VEs derivadas del plasma de 

pacientes de SFC/EM, sobre el metabolismo 

mitocondrial de células sensoras 

Ya que uno de los componentes del plasma son los VEs y los 

resultados del análisis espectroscópico Raman mostraron diferencias 

en la composición de las VEs derivadas del PPP de pacientes de 

SFC/EM que pudieran traducirse en diferencias de su actividad 

biológica, nos preguntamos si los efectos observados sobre los 

cambios sobre el [iO2], pudieran ser mediados total o parcialmente 

por las VEs, además de que las diferencias observadas entre las 

muestras de pacientes y las de los sujetos control, podrán ser 

causadas por las diferencias encontradas con respecto a esta 

fracción. Para poder dar respuesta a estas dos preguntas se 

repitieron los ensayos MitoXpress-Intra, esta vez reemplazando el 

plasma por un 10%(v/v) de VEs como tratamiento, cantidad estimada 

equivalente al contenido de VEs en el 10% de plasma de ensayos 

previos.  

En este ensayo se incluyeron 10 muestras de PPP 

seleccionadas aleatoriamente del ensayo anterior (5 procedentes de 

sujetos control y 5 de pacientes de SFC/EM) de las que se aislaron 

las VEs siguiendo la metodológica provista en el apartado de 

Materiales y Métodos nº 5.1., obviando pre-tratamiento con 

proteinasa K, analizada cada una por triplicado.  
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Los resultados mostraron que el tratamiento con VEs, inducía 

cambios de la [iO2] similares a los observados por efecto del PPP, es 

decir, inicialmente se produjo una disminución de la [iO2] alcanzando 

su máximo a los 60 mins tras iniciar el ensayo. Situación que no 

resultó permanente, ya que trascurridos 240 mins las células 

experimentaron un aumento paulatino de la [iO2] hasta alcanzar 

niveles similares a los de las células no tratadas (Figura 40A). 

Comparando el efecto ejercido sobre la [iO2] por las muestras 

de cada grupo, se pudo observar que en la franja temporal de 120 a 

180 mins tras iniciar el experimento, ambos tratamientos se 

tradujeron en una disminución de la [iO2] de similar magnitud, sin 

encontrarse diferencias significativas (Figura 40B). A continuación, 

cuando el efecto sobre la [iO2] comenzó a disiparse, se pudo 

observar como en la franja temporal de 420 a 480 mins, las células 

que fueron tratadas con VEs de pacientes de SFC/EM mostraban 

niveles de [iO2] de alrededor al 50%, en comparación con los de las 

no tratadas, mientras que las células tratadas con VEs de controles 

mostraron una reducción de la [iO2] del 25% (Figura 40C), situación 

similar a la descrita con anterioridad al tratar las células directamente 

con el PPP. 

Por último, en la franja temporal de 660 a 720 mins, las 

células tratadas con VEs de pacientes de SFC/EM, presentaron una 

reducción de niveles de [iO2] cercano al 20%, mientras que las 
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células tratadas con VEs de controles, mostraron valores similares a 

las células no tratadas (Figura 40D). De manera interesante, este 

efecto no fue permanente, como se observó el caso del tratamiento 

con plasma, ya que transcurrida esta franja temporal, las células 

tratadas con VEs de pacientes de SFC/EM recuperaron unos niveles 

de [iO2] similares a las células no tratadas. 

Estos resultados sugieren que las VEs pudieran ser el factor 

mayormente responsable del cambio en la [iO2] por el plasma en 

nuestro ensayo. Además, evidencian claras diferencias en el 

comportamiento de las VEs de pacientes de SFC/EM con respecto a 

las de controles con efectos de larga duración. Las diferencias en las 

[iO2] medidas por VEs y las correspondientes a plasma de SFC/EM 

pone de manifiesto la existencia de factores adicionales en el PPP, 

de estos pacientes aún por identificar. 
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Figura 40: Efecto de las VEs sobre la [iO2]. A) Cinética de niveles de oxígeno 

intracelular de células tratadas con VEs de sujetos sanos (Verde), tratadas con VEs 

de pacientes de SFC/EM (Rojo), células no tratadas (Azul) y células tratadas con 

Antimicina A (Morado), y a lo largo de 900 mins. B) Niveles de oxígeno en relación 

con las células no tratadas (Azul), en el intervalo de 120 a 180 mins tras iniciar el 

experimento, de las células tratadas con VEs de sujetos sanos (Verde), tratadas con 

VEs de pacientes de SFC/EM y células tratadas con Antimicina A (Morado) C) 

Niveles de oxígeno en relación con las células no tratadas (Azul), en el intervalo de 

420 a 480 mins tras iniciar el experimento, de las células tratadas con VEs de 

sujetos sanos (Verde), tratadas con VEs de pacientes de SFC/EM y células tratadas 

con Antimicina A (Morado), D) Niveles de oxígeno intracelular relativos al oxigeno 

intracelular de las células no tratadas (Azul), en el intervalo de 660 a 720 mins tras 

iniciar el experimento, de las células tratadas con VEs de sujetos sano (Verde), VEs 

de pacientes de SFC/EM (Rojo) y células tratadas con Antimicina A (Morado) 

(N=5/grupo) NS= no significativo, **pvalor<0,01  ***pvalor<0,001. 



 

258 
 

 



 

259 
 

 

 

 

 

 

 

Discusión



 

260 
 



Capítulo II: Discusión 

261 
 

Como en el Capítulo anterior, la discusión de los resultados 

se presenta estructurada según objetivos planteados en esta parte 

del estudio, a fines de ordenar la significancia, limitaciones y utilidad 

de los hallazgos acorde a expectativas iniciales. 

Con respecto al primer objetivo de este capítulo la 

“Caracterización del tamaño, concentración y potencial de 

membrana de las VEs derivadas del plasma de pacientes de 

SFC/EM”, se realizó con la finalidad de identificar diferencias en las 

características fisicoquímicas de estas partículas que pudieran servir, 

junto con el perfilado de microARNs, como biomarcadores de esta 

enfermedad.  

Aunque el uso de la ultracentrifugación como método 

preparativo de VEs proporciona fracciones de alta pureza, el 

procedimiento es laborioso y requiere tanto un volumen de fluido 

importante como la disposición de equipos de alto coste. Ya que la 

finalidad de este estudio es trasladar a la clínica un método 

diagnóstico objetivable que pueda llevar a cabo en cualquier 

laboratorio, se optó por seleccionar un kit comercial que garantizara 

la purificación rápida y sencilla de VEs, sin necesidad de 

instrumentos caros ni de conocimientos previos de usuario para su 

manejo, a la vez que permitiera el análisis de pequeños volúmenes 

de fluidos sin comprometer rendimientos. La principal limitación 

siendo la pureza de las vesículas aisladas. 
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Se seleccionó el kit de aislamiento Total Exosome Isolated 

From Plasma (TEIR), de entre los kits disponibles, ya que según 

Helwa et al., es el método que proporciona mayores rendimientos 

utilizando pequeñas cantidades de plasma, en comparación con 

otros productos comerciales o con métodos de aislamiento 

alternativos como la ultracentrifugación, la ultrafiltración o la 

cromatografía en gel [146]. En nuestro caso resultaba fundamental 

utilizar un método con demanda reducida de plasma, ya que la 

disponibilidad de las valiosas muestras a analizar era limitada.  

Además, trabajos recientes dirigidos a la comparación de las 

diferentes técnicas disponibles para el aislamiento de las VEs, 

mostraban que los métodos de aislamiento basados en 

polietilenglicol (PEG) 6000, como es el caso del kit comercial TEIR, 

no producen cambios el tamaño de las VEs extracelulares aisladas, 

permitiendo comparaciones más robustas a la hora de estimar el 

tamaño de las mismas [146,147]. Por tanto, la metodología de 

aislamiento de VEs basada en la utilización de PEG, fue la elegida 

para el aislamiento de las VEs, por su rapidez, la existencia de 

protocolos estandarizados y el hecho de que no requiere disposición 

de instrumental especifico, lo que facilitaría trasladar nuestros datos 

a cualquier laboratorio clínico. 

La caracterización de las VEs, evidenció una disminución del 

tamaño medio de las VEs, tanto en aislamientos que incluían 
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tratamiento con proteinasa K como si lo obviaban (Figura 26A y 27A). 

La disminución en el tamaño medio de las VEs observado concuerda 

con lo descrito por el grupo del Dr José Alegre [134], a pesar de que 

el kit comercial utilizado por ese grupo fue el kit Exoquick de System 

Biociences, y el fluido analizado suero, en lugar de plasma, 

demostrando por tanto, por dos aproximaciones diferentes, que las 

VEs de pacientes de SFC/EM se caracterizan por presentar un 

tamaño medio menor. 

En cuanto a la concentración de las VEs, solamente se 

registraron diferencias significativas en muestras pretratadas con 

proteinasa K (Figuras 27B). Este tratamiento enzimático tiene la 

función de digerir las proteínas plasmáticas contaminantes de forma 

indiscriminada, eliminando posibles macrocomplejos proteicos que 

pudieran distorsionar la correcta identificación de las partículas 

mediante el Análisis de Seguimiento de Nanopartículas. También es 

posible que, al reducir la viscosidad del medio, permitan un 

aislamiento de VEs más efectivo, como de hecho, se pudo observar 

algunas muestras analizadas mostraron un aumento del número de 

partículas/ml (Figura 27B y 27D). En definitiva estos resultados 

coinciden con informes previos de la Dra Ariel Feldstein, quienes así 

mismo mostraron un aumento significativo del número de VEs en la 

sangre de pacientes de SFC/EM [51,134]. Además, el aumento de la 

abundancia relativa de VEs, es una característica frecuentemente 
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descrita en enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o 

el Alzheimer [148,149]. Quizás una explicación, al menos parcial, a 

este factor común pueda ser el proceso inflamatorio subyacente en la 

enfermedad [150]. 

Por último, este estudio constituye el primero que aborda la 

caracterización del potencial de membrana de las VEs en SFC/EM. 

Aunque lo valores obtenidos se ajustan, en general, a los reportados 

en la literatura para el potencial de membrana de las VEs derivadas 

del plasma humano [151], los valores más electronegativos del grupo 

SFC/EM, sugieren diferencias en la abundancia relativa de 

fosfolípidos o proteínas con carga negativa en las membranas de las 

VEs de pacientes. Las modificaciones del potencial de membrana de 

las VEs se han relacionado con otras condiciones patológicas, como 

por ejemplo, las VEs liberadas por células tumorales, en las que el 

cambio de carga neta resulta propiciado por diferencias en la 

abundancia de ácido siálico [152]. Por tanto, sería de gran interés 

determinar la naturaleza/tipo de las moléculas causantes de las 

diferencias en el potencial de membrana de las VEs en SFC/EM, y 

comprobar si pueden ser utilizadas como biomarcadores de esta 

enfermedad.  
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El segundo objetivo de este capítulo consistió en: “Analizar 

la capacidad discriminante de las características de las VEs de 

pacientes de SFC/EM”. Se evaluó el potencial diagnóstico de las 

características fisicoquímicas recién detalladas, estableciendo como 

requisito univariante que la diferencia entre grupos garantizara un 

parámetro AUC>0,75. Esta aproximación destacó la concentración 

de VEs y su potencial de membrana, ambas tras pretratamiento con 

proteinasa K, como las características con mayor potencial 

diagnóstico de entre las evaluadas, con AUC 0,80 e 0,81 

respectivamente (Tabla 8). 

El análisis de la especificidad y la sensibilidad de los 

parámetros analizados de las VEs: número, tamaño y potencial de 

membrana, reflejó que estas características mostraban valores altos 

de especificidad, oscilando entre el 72 al 100%, permitiendo un 

diagnóstico correcto con números reducidos de falsos positivos. En 

general con valores de especificidad incrementados tras el 

tratamiento con proteinasa K, a excepción del tamaño de las VEs 

cuya especificidad tras tratamiento con proteinasa K parece 

reducirse. Contrariamente, la sensibilidad de las características de 

las VEs, como variables discriminantes, resultó baja oscilando entre 

el 46 y el 50%. Por tanto, el diagnóstico basado en estas variables 

podría conducir a una alta tasa de falsos negativos, limitando su uso, 

al menos a nivel individual (Tabla 8). 
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La elevada especificidad y baja sensibilidad, es un fenómeno 

que también se identificó al analizar la capacidad discriminante de los 

microARNs diferencialmente expresados en el Capítulo I de esta 

tesis, situación que podría explicarse por la alta variabilidad o 

heterogeneidad patológica del SFC/EM, así como el reducido número 

de muestras analizadas. Ampliar el número de muestras y quizás 

estratificar los pacientes en subgrupos más homogéneos podría 

resultar de ayuda para confirmar la utilidad de estos parámetros 

como biomarcadores del SFC/EM. 

Paralelamente, el método univariante podría condicionar la 

baja sensibilidad hallada, ya que el análisis individual de cada 

parámetro no permite identificar interacciones entre variables. Los 

análisis multivariantes podrían resultar superiores para identificar qué 

conjunto de entre las múltiples características estudiadas pudieran 

presentar correlaciones, reforzando y mejorando su capacidad 

diagnóstica. 

Los modelos de regresión de mínimos cuadrados parciales, 

constituye una herramienta útil para este propósito, ya que permite 

identificar variables latentes, mejorando la identificación de las 

diferencias entre grupos [153]. En este tipo de análisis se podrían 

incluir las más de 900 variables analizadas: datos de test 

psicométricos, analíticas sanguíneas, los perfiles de microARNs de 

CMSP y VEs, así como los datos relacionados con la caracterización 
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fisicoquímica de las VEs, permitiendo identificar qué conjunto de 

variables presentan una mejor predisposición como biomarcadores 

del SFC/EM e incluso permitir modelar la enfermedad.  
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El tercer objetivo de este capítulo “Identificar cambios en la 

composición de las VEs de pacientes de SFC/EM” surgió de las 

diferencias halladas en potencial de membrana, y utilizó la 

espectroscopia tipo Raman como estrategia reveladora de 

diferencias entre grupos. Esta aproximación constituye una técnica 

comúnmente utilizada para analizar diferencias en la composición 

básica de tipos celulares distintos [154]. Actualmente, se está 

extendiendo el uso de esta técnica, al estudio de orgánulos y otros 

elementos subcelulares, tales como las mitocondrias o las VEs, como 

ya se ha comentado. A este respecto, resultó interesante averiguar 

que Gualerzi et al., observaron cambios de composición de las VEs 

de pacientes de Parkinson con potencial preventivo, que podrían 

utilizarse para realizar un diagnóstico prematuro de esta enfermedad, 

aún sin conocer la naturaleza de los mismos [138].  

El análisis espectroscópico tipo Raman de la composición de 

las VEs de pacientes de SFC/EM evidenció diferencias en la 

intensidad de algunas de las señales indicativas de cambios en su 

composición (Figura 33). En concreto, las VEs de SFC/EM mostraron 

una disminución de la intensidad de señal en la posición 1003 cm-1 

comúnmente asociada con el aminoácido aromático fenilalanina 

[136,138]. A este respecto, la reducción de la concentración de 

ciertos aminoácidos en el plasma de pacientes de SFC/EM, 

destacando la fenilalanina, es una característica sugerida por varios 
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autores [28,29,155], sin encontrarse una explicación. Contrariamente, 

Xu et al., informaron del aumento de la concentración intracelular de 

fenilalanina en las CMSPs de pacientes de SFC/EM, hecho que les 

llevo a hipotetizar que la acumulación intracelular de aminoácidos, 

por parte de las células, se produce en respuesta a las disfunciones 

metabólicas asociadas con esta enfermedad, cuya finalidad es 

mantener la normal producción de energía, hecho que explicaría la 

baja cantidad de estas moléculas en el plasma. Los mecanismos 

concretos por los que se produce esta acumulación de fenilalanina 

aún resultan desconocidos [154]. 

Otra de las regiones que mostró diferencias significativas fue 

la región 1100-1160 cm-1 con pico en 1154 cm1 relacionada con 

ceramidas o carotenoides [138]. En este caso la señal se halló 

incrementada en SFC/EM.  

Si el registro correspondiera a una mayor presencia de 

ceramidas, podría derivar de un incremento en la conversión de 

esfingomielinas en los pacientes, ya que la señal localizada en la 

región 2800 a 3000 cm-1, correspondiente a fosfolípidos, incluyendo  

esfingomielinas [140], aparece disminuida. Resulta de interés 

mencionar que en enfermedades neurodegenerativas como el 

Alzheimer, y también en relación con el envejecimiento, se describen 

cambios de la abundancia relativa de estas biomoléculas [156]; 

vinculándose con mecanismos reguladores de la apoptosis neuronal 
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y la degeneración de los axones, mediante el aumento del estrés 

oxidativo [157]. Por tanto esta característica de las VEs pudiera 

relacionarse o incluso causar los síntomas de disfunción del SNC en 

el SFC/EM [2,10]. 

Además, estudios con la línea embrionaria HT-22 sugieren 

que los cambios de las concentraciones fisiológicas de ceramidas 

desencadenan alteraciones del funcionamiento de las mitocondrias y 

por tanto de la respiración celular [158], lo que permitiría a su vez 

explicar los desbalances energéticos asociados con el SFC/EM 

[2,10]. 

Si por el contrario el aumento de la señal de región 1100-

1160cm-1 con pico en 1154 cm-1 correspondiera a un registro de 

incremento de carotenoides, se podría relacionar con la señal 

localizada en la región 1500-1550 cm-1 con pico en 1517 cm-1 que 

también se asocia a carotenoides [136,138] y también aparece 

aumentada en SFC/EM.  

El incremento de concentraciones de carotenoides libres ha 

sido comúnmente asociado con estados de hipotiroidismo. Situación 

en la cual, la escasez de hormonas tiroideas puede llegar a 

comprometer la producción de vitamina A, a partir de carotenoides, 

propiciándose la acumulación de estas moléculas [159]. A este 

respecto, se ha descrito que algunos pacientes de SFC/EM muestran 
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déficit de vitamina A [160,161], así como estados de hipotiroidismo 

[162]. Queda por determinar si este grupo de pacientes con 

alteraciones de la hormona tiroidea y de vitamina A presentan 

efectivamente cantidades de carotenoides por encima de lo normal. 

Lamentablemente las analíticas disponibles no incluían estos 

parámetros. 

Por todo esto, y ante la incertidumbre de asignación de picos 

en esta técnica, se considera necesario profundizar en el análisis de 

la composición de las VEs de SFC/EM, mediante técnicas 

complementarias como análisis de proteómicas o de lipidómica, 

quizás permitiendo identificar la naturaleza/tipo de biomoléculas 

asociadas con las señales diferenciales observadas en la 

espectroscopia Raman. Se destaca sin embargo la importancia de 

este trabajo como el primer registro distintivo de VEs de SFC/EM 

mediante espectroscopia Raman. La sencillez y rapidez de la técnica 

la convierten en una herramienta útil de cribado para futuros 

estudios, condicionado, eso sí, a la disponibilidad del instrumento. 
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El cuarto objetivo, de este capítulo se estableció ante la 

curiosidad de averiguar la significancia de las diferencias 

fisicoquímicas de SFC/EM y su posible impacto en la función 

biológica de las mismas, fue la “Caracterización de la actividad 

biológica de las VEs derivadas de plasma, en un modelo celular 

de músculo esquelético”.  

En esta última parte del estudio se utilizaron muestras 

procedentes de una nueva cohorte de muestras, dada la 

imposibilidad de obtener muestras adicionales de la misma cohorte 

analizadas en el resto del proyecto. La selección de participantes de 

esta nueva cohorte se realizó siguiendo estrictamente los criterios de 

inclusión/exclusión, diagnóstico clínico y fenotipado basado en 

cuestionarios. Esto debiera hacer extensible los hallazgos a 

pacientes de SFC/EM de afectación severa en general y no solo a los 

reclutados por el Biobanco monográfico en Reino Unido (Figura 34).  

Entre las diferentes metodologías actualmente disponibles 

para el estudio de los cambios metabólicos, se seleccionó el sistema 

MitoXpress-Intra Intracellular Oxygen Assays que emplea una 

metodología basada en métodos ópticos. En comparación con otras 

metodologías basadas en el uso de microelectrodos o de la 

resonancia paramagnética de electrónica (RPE), ésta permitiría un 

análisis sencillo a la par que robusto de los cambios en la 

concentración de oxígeno intracelular, sin requerir complejos 
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protocolos o instrumental de alto coste. Además, por ser una 

metodología poco invasiva, no tóxica, facilitaría la evaluación de las 

cinéticas de consumo de oxígeno a tiempos largos [163,164]. 

Asimismo, este sistema también permite ensayar de forma 

independiente, o en combinación, la acción de diversos compuestos 

exógenos sobre metabolismo celular, facilitando el análisis de los 

posibles efectos que ejercería el plasma o las VEs sobre las células 

sensoras [142,164]. 

Resultó interesante observar que el PPP produjo cambios 

drásticos en la [iO2] de las células sensoras, pudiéndose además 

identificar diferencias en la [iO2] al comparar las células tratadas con 

PPP del grupo control con las células tratadas con el plasma de 

pacientes de SFC/EM (Figura 39). A pesar de que lo que se persigue 

en este estudio, era la identificación de características diferenciales 

entre los individuos afectados de SFC/EM y sujetos sanos, este 

fenómeno, no descrito previamente ni en la bibliografía ni en los 

manuales de este sistema, llamó nuestra atención, ya que este 

trabajo supondría el primero que evalúa el efecto del plasma 

utilizando este sistema.  

La existencia de elementos diferenciales en el plasma de 

pacientes de SFC/EM, es una característica que ha sido observada 

por varios autores a lo largo del tiempo, llegándose a hablar de un 
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“factor plasmático” de la enfermedad, sin embargo, hasta la fecha no 

se ha podido concretar de qué tipo de molécula o efector se trata 

[155,165,166].  

A este respecto, el grupo del Dr Ronald Davis de la 

Universidad de Stanford en California, USA, informó el año pasado 

que el plasma de pacientes de SFC/EM presentaba diferencias en la 

resistencia eléctrica, aspecto que podría ser útil para el desarrollo de 

un test rápido de diagnóstico de la enfermedad [167]. 

El efecto del tratamiento con VEs sobre los niveles de [iO2] 

mostró que las VEs ejercen un efecto similar al derivado de tratar las 

células sensoras con el PPP completo. Además, resultó de interés 

observar como el tratamiento con VEs de pacientes produjo un efecto 

diferencial sobre los niveles de oxígeno, con respecto al producido 

por VEs del grupo control. Indicando que, efectivamente, las 

propiedades fisicoquímicas, previamente identificadas, de las VEs de 

pacientes de SFC/EM deben condicionar su actividad biológica. 

A este respecto, los cambios en la concentración de 

fenilalanina y/o ceramidas, identificados mediante espectroscópica 

Raman en las VEs de pacientes de SFC/EM podrían constituir el 

elemento mediador de este efecto metabólico, ya que la alteración en 

su concentración se ha relacionado con efectos en la respiración 

celular [154,158]. Asimismo, el hecho de que el tratamiento con VEs 
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se tradujese un notable efecto sobre los niveles de [iO2], junto a las 

diferencias previamente identificadas con respecto al potencial de 

membrana, sugieren que las VEs, podrían constituir de hecho el 

“factor plasmático” responsable del cambio en resistencia eléctrica 

observado por el Dr Ronald Davis et al. [168].  

Los hallazgos de este trabajo constituyen, en este sentido, un 

avance en lo que respecta a la identificación de la naturaleza o tipo 

de este “factor plasmático”, al evidenciar, por vez primera, 

características distintivas de uno de los componentes del plasma que 

pudieran desencadenar y perpetuar cambios metabólicos en el 

individuo, siendo las VEs las que podrían estar detrás de este efecto. 

Adicional a las VEs, otro componente recientemente 

identificado en sangre y que fraccionaría con el PPP son 

mitocondrias funcionales libres que de ser incorporadas por las 

células sensor podrían llevar a diferencias entre grupos de muestras 

que incluyan pacientes con enfermedades metabólicas [169]. Será de 

interés por tanto determinar el impacto de esta fracción en futuros 

ensayos MitoXpress. 

Con respecto a los cambios fisiológicos producidos por las 

VEs presentes en la literatura, es de interés mencionar el estudio 

llevado a cabo por el grupo de Deo et al, en el cual reportaron que el 

tratamiento con VEs de origen bacteriano inducen cambios en la 
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expresión de proteínas reguladoras de la mitocondria, incluyendo 

proteínas relacionadas con la cadena de transporte electrónico, la 

superóxido dismutasa (SOD) o la acil-CoA sintetasa [170]. La 

presencia de elementos de origen bacteriano en el torrente 

sanguíneo de pacientes de SFC/EM, tales como los lipopolisacáridos 

de pared, es una característica ampliamente descrita, cuyo origen se 

relaciona con alteraciones de la permeabilidad intestinal facilitando el 

paso de elementos entre los que podrían incluirse VEs [2,13]. Por 

este motivo, sería de gran interés analizar la presencia de VEs de 

origen bacteriano en el plasma de pacientes de SFC/EM en futuros 

estudios, con la finalidad de identificar si las diferencias encontradas 

en este trabajo, con respecto a la caracterización fisicoquímica de 

estas partículas, se deben a la presencia de VEs de origen 

bacteriano en los plasmas de pacientes de SFC/EM. 

Además, el hecho de que las características fisicoquímicas de 

las VEs presenten una capacidad discriminatoria aceptable, abre la 

posibilidad de desarrollar un método de detección, que las incorpore 

junto la expresión diferencial de microARNs como herramienta 

diagnóstica del SFC/EM. Queda por confirmar, sin embargo, si las 

características fisicoquímicas y de su actividad biológica descritas 

son específicas de un estadio severo de la enfermedad o, si por el 

contrario, son alteraciones presentes en el SFC/EM en general. 
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Aspecto que requerirá estudios de continuación en otras cohortes de 

enfermos. 
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Resumen integrativo
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Tal como se anticipaba en la sección de Objetivos generales 

del estudio, y previo listado de las Conclusiones destacadas de los 

hallazgos de este estudio, se presenta una figura (Figura 41) que 

ilustra gráficamente, a modo de resumen, los resultados obtenidos en 

este trabajo y su posible significancia en lo que refiere a rutas 

celulares afectadas y su posible relación los síntomas de la 

enfermedad. Estos análisis funcionales añaden a la identificación de 

posibles biomarcadores la posibilidad de desvelar su participación en 

el SFC/EM, y por tanto su utilidad como dianas terapéuticas, así 

como para futuros modelajes de la enfermedad. 

A pesar de las escasas coincidencias en los perfiles de 

microARNs obtenidos de CMSP (Figura 41A) y VEs (Figura 41B), los 

estudios de enriquecimiento funcional permitieron identificar tres 

grupos de rutas celulares comunes, mayormente afectadas por 

microARNs diferencialmente expresados en SFC/EM: rutas 

vinculadas a la acción de la proteína MECP2, cascadas de los 

Receptores de tirosina quinasa neurotróficos (NTRKs) y procesos del 

Silenciamiento post-transcripcional mediado por ARNs de pequeño 

tamaño. Su asociación con el SFC/EM además se confirmó mediante 

diferencias a nivel transcripcional de genes relevantes de estas rutas, 

según resultados de RT-qPCR (Figura 41C). Estas alteraciones 

funcionales permitirían explicar los mecanismos subyacentes de 

varios de los síntomas que cursan con la enfermedad, incluida la 
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disminución del umbral del dolor y dolor neuropático, problemas 

cognitivos, procesos de neuroinflamación o deficiencias 

inmunológicas, además de una posible vinculación con el Sindrome 

de Rett, enfermedad que guarda grandes similitudes 

sintomatológicas y epidemiológicas con el que el SFC/EM. También 

sugieren una importante participación de mecanismos epigenéticos 

sensibles a factores ambientales en el SFC/EM (Figura 41D). 

Adicional a la posibilidad de la participación de los microARNs 

diferencialmente expresados como factores desencadenantes y de 

mantenimiento de la enfermedad, encontramos que las VEs en 

SFC/EM presentan características fisicoquímicas y de su actividad 

biológica distintivas (Figura 41E), incluyendo efectos metabólicos 

ligados al consumo de oxígeno que podrían explicar la fatiga crónica 

mediante alteraciones de obtención de energía, así como el malestar 

exacerbado por esfuerzo físico, síntomas centrales de la enfermedad 

(Figura 41F). Estos hallazgos sientan las bases de estudios de 

continuación que validen su relación con el SFC/EM severo y 

esclarezcan su posible relación con el grado de afectación y 

cronicidad con fines diagnósticos. También se estima que garanticen 

exploraciones adicionales de su posible contribución causal, de su 

relación con la enfermedad y el exposoma, y de su utilidad en futuros 

programas terapéuticos y preventivos.  
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Figura 41: Primer modelo integrativo del SFC/EM. A) MicroARNs 

sobrerrepresentados (Verde) e infrarrepresentados (Rojo) en CMSP. B) MicroARNs 

sobrerrepresentados (Verde) e infrarrepresentados (Rojo) en VEs). C) Rutas 

celulares comunes a los análisis de enriquecimiento funcional, y genes validados por 

RT-qPCR. D) Alteraciones biológicas vinculadas a las rutas celulares identificadas 

tras el análisis de enriquecimiento funcional. E) Características fisicoquímicas de las 

VEs de pacientes de SFC/EM. F) Efecto sobre los niveles de [iO2] producida por las 

VEs de pacientes de SFC/EM. 
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1. The population of women with CFS/ME analyzed in this study 

was characterized by a severe physical condition and moderate to 

high pain, and reduced levels of the enzyme creatine kinase in their 

blood analytics 

2. Differential expression analysis showed a total of twenty-

seven differentially expressed microRNAs in the CFS/ME samples, 

seventeen in PBMCs and ten in EVs. 

3. Functional enrichment analysis pointed out small RNA-

mediated post-translational silencing cellular pathways, NTRK-

mediated signaling, and a set of pathways related to the action of 

the MECP2 protein as possible defects in CFS/ME. 

4. EVs derived from plasma of CFS/ME patients are 

characterized by being more abundant, having a smaller size and 

have a more electronegative membrane potential than the EVs 

obtained from the control group, regardless of whether they are 

isolated by procedures that include proteinase K treatment, or not. 

5. The assessment of the discriminant capacity of the studied 

markers showed a total of twenty-seven variables with an 

acceptable discriminant capacity at the individual level, being the 

microRNAs hsa-miR-347a-5p, hsa-miR-4516 and hsa-miR-340-5p, 

from the PBMCs fraction, the microRNAs hsa-miR-4454 & hsa-miR-

7975 from the EVs fraction and the membrane potential after 
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treatment with proteinase K, the variables with the best discriminant 

capacity (AUC> 0.8) 

6. The analysis of the specificity and sensitivity of the variables 

with acceptable discriminant capacity showed high values of 

specificity, but low sensitivity, requiring continuation studies with 

larger cohorts, as well as the exploration of multivariant models. 

7. Raman spectroscopy revealed changes in the composition of 

the EVs from CFS/ME patients, which may relate to their low 

electronegativity and lead to functional alterations, emerging as a 

useful tool for future screenings. 

8. This study yielded the development of a sensor system based 

on the MitoXpress-Intra commercial kit for the study of the impact of 

human plasma factors on oxygen consumption by real-time 

recordings. Its use served to spot differential kinetics with the plasma 

of CFS/ME patients. 

9. Treatment of muscle cells with purified EVs yielded kinetics 

like those obtained with whole plasma, allowing the identification of 

the hypothetical "plasma factor" of the disease. 
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1. La población de mujeres con SFC/EM estudiada en este 

trabajo, se caracterizó por una afección física severa y dolor 

moderado-alto, y por niveles reducidos de la enzima creatina 

quinasa en sus analíticas sanguíneas.  

2. El análisis de expresión diferencial mostró un total de 

veintisiete microARNs diferencialmente expresados en las muestras 

de SFC/EM, diecisiete en CMSP y diez en VEs. 

3. El análisis de enriquecimiento funcional señaló rutas celulares 

relacionadas con el silenciamiento post-traduccional mediado por 

ARN pequeño, la señalización mediada por NTRKs y un conjunto 

de cascadas relacionadas con la acción de la proteína MECP2 

como posibles defectos en el SFC/EM. 

4. Las VEs derivadas del plasma de pacientes de SFC/EM, se 

caracterizan por ser más abundantes, presentar un menor tamaño y 

un potencial de membrana más electronegativo que las VEs del 

grupo control, con independencia de que sean aisladas por 

procedimientos que incluyan o no tratamiento con proteinasa K. 

5. La valoración de la capacidad discriminante de los posibles 

marcadores estudiados mostró un total de veintisiete variables con 

una capacidad discriminante aceptable a nivel individual, siendo los 

microARNs hsa-miR-347a-5p, hsa-miR-4516 y hsa-miR-340-5p, de 

la fracción de CMSP, los microARNs hsa-miR-4454 & hsa-miR-
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7975 de la fracción de VEs y el potencial de membrana tras el 

tratamiento con proteinasa K las variables con mejor capacidad 

discriminante (AUC>0.8). 

6. El análisis de la especificidad y sensibilidad de las variables 

con capacidad discriminante aceptable mostró valores elevados de 

especificidad, pero escasa sensibilidad, siendo necesarios estudios 

de continuidad con cohortes más numerosas, así como la 

exploración de modelos multivariantes. 

7. La espectroscopia Raman evidenció cambios en la 

composición de las VEs de los pacientes de SFC/EM, que pueden 

relacionarse con su baja electronegatividad y con alteraciones de 

su actividad biológica, emergiendo como herramienta útil para 

futuros cribados.  

8. Este estudio permitió la puesta a punto de un sistema sensor 

basado en el kit comercial MitoXpress-Intra para el estudio del 

impacto de factores del plasma humano sobre el consumo de 

oxígeno celular con registro a tiempo real. Su uso sirvió para 

detectar cinéticas diferenciales con el plasma de pacientes de 

SFC/EM.  

9. El tratamiento de células musculares con VEs purificadas 

rindió cinéticas similares a las obtenidas con plasma completo, 
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permitiendo la identificación del hipotético “factor plasmático” de la 

enfermedad.   
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