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ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario
ATP: Adenosina trifosfato

AUC: Area bajo la curva

CCC: Criterios del Consorcio Canadiense

CDC: Center of Disease Control

CMSPs: Células mononucleares de sangre periférica
C. elegans: Caenorhabditis elegans

dNTPs: Deoxynucleotide triphosphates

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ESCRT: Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport

FM: Fibromialgia

h: Horas

Ig: Inmunoglobulina

IMC: indice de Masa Corporal

mins: Minutos
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mg: Miligramos

ml: Mililitros

mM: Milimolar

mV: Milivoltios

NK: Natural Killers

nm: Nanometros

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
POE: Procedimiento Operativos Estandarizados
PCR: Polymerase chain reaction

PPP: Plasma pobre en plaguetas
PVDF: Polyvinylidene fluoride

gPCR: Quantitative PCR

RIN: RNA integrity number

GHQ: Global Health Questionnaire
SDS: Sodium dodecyl sulfate

Seg: Segundos

SF-36: 36-Short Form Health

SFC/EM: Sindrome de Fatiga Cronica/Encefalomielitis
Mialgica

SNC: Sistema nervioso central
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UCV: Universidad Catolica de Valencia

pl: microlitros

V: Voltios

VPS4: Vacuolar Protein Sorting-associated protein 4A

[iO,]: Concentracion intracelular de oxigeno
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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
gualified 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 Sindrome de Fatiga Cronica / Encefalomielitis Miélgica
(SFC/EM) es una enfermedad multisistémica debilitante de etiologia
desconocida, con prevalencia al alza. Su diagnostico se basa
exclusivamente en parametros clinicos debido a la ausencia total de
biomarcadores especificos. La falta de éxito de los esfuerzos
dirigidos a la identificacion de biomarcadores de SFC/EM podria
deberse a la heterogeneidad de los participantes, las diferencias en
el tipo de muestra analizada o las inconsistencias metodol6gicas
entre estudios. Para minimizar estos posibles sesgos, el presente
estudio se centr6 en el andlisis de muestras de casos graves
procedentes del biobanco monografico de casos de ME en Reino
Unido. El diagnéstico y fenotipado lo realizaron médicos especialistas
y las muestras se obtuvieron mediante procedimientos operativos
estandar. Nuestros resultados muestran diferencias significativas en
la expresion de ciertos microARNs de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) y en vesiculas extracelulares (VES).
Ademas, también se observaron diferencias en el nimero de VEs,
tamafio promedio, potencial de membrana, composicion y funcion.
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 histérico de la definicion y
nomenclatura del Sindrome de Fatiga
Cronica/Encefalomielitis Mialgica
(SFC/EM)

Los primeros registros del Sindrome de Fatiga
Cronica/Encefalomielitis Mialgica (SFC/EM) se remontan a 1934, afio
en el cual se report6 un brote de casos de una enfermedad
desconocida hasta el momento. Los pacientes presentaban una
sintomatologia comdun, destacando: malestar general, dolor de
garganta, dolor de los ganglios linfaticos y signos de encefalomielitis.
Inicialmente se crey6 que se trataba de un brote de poliomielitis, pero
al no detectar la presencia de este virus, se descarté esta posibilidad
y se determind que deberia tratarse de una enfermedad nueva a la

gue denominaron Neuromiastenia epidémica [1,2].

En 1955, el Royal Free Hospital de Londres report6 un
aumento considerable de casos de una enfermedad sin identificar,
que guardaba similitud con la Neuromiastenia epidémica aunque con
sintomatologia muy variada. Los sintomas principales incluian
malestar general, dolor de los nddulos linfaticos y dolor de garganta,
ademas de signos de encefalomielitis, como cefaleas, fiebre e
inflamacién, con caracter comdn en todos los pacientes. El origen de

este brote no se lleg6 a identificar, pero el desencadenante parecia
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ser una infeccién previa. Al carecer de datos suficientes que
permitieran definir el origen, se determind el uso de Encefalomielitis
miélgica benigna para hacer referencia a esta nueva enfermedad
[1,2].

En los afios siguientes, se detecté 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 Psiquiatria propuso que su origen podria estar
relacionado con fendmenos psicosociales, en los cuales, la histeria
masiva por parte de los afectados, acompafiada por una percepcion
alterada de la comunidad médica, podria llevar a una
sobreestimacion de la relevancia de esta enfermedad. Ademas, dado
que la prevalencia era superior en mujeres y que no existia una
explicacion fisioldgica de los sintomas descritos por los pacientes, se
sugiri6 que se considerase como un trastorno psiquiatrico,
aconsejando la derivacién de los enfermos a especialistas en este
campo, ademas de proponerse la redefinicion de la enfermedad vy la

adecuacion de su homenclatura a Mialgia Nerviosa [1,2].

Las declaraciones de la Sociedad Europea de Psiquiatria
generaron gran controversia en la comunidad cientifica. En especial
cabe nombrar a investigadores como el Dr. Melvin Ramsay, firme
defensor de la creencia de que los sintomas eran debidos a factores

biol6gicos aun desconocidos, y que por tanto refutaba enérgicamente

52



Introduccién general

la propuesta de una afectacion psicoldgica somatizada. Sin embargo,
la necesidad de proporcionar una explicacion clinica a esta
enfermedad, llevé a que gran parte de la comunidad médica aceptara
la premisa de afectacion psicologica, provocando su estigmatizacion,
asi como notables retrasos en su investigacion [1,2].

En 1986 los esfuerzos del Dr. Ramsay comenzaron a dar su
fruto, publicando lo que constituirian los criterios del primer
diagndstico clinico de la Encefalomielitis Miélgica (EM). Asi, la
enfermedad pasé a definirse como una forma Unica de fatiga
muscular, originada por el minimo esfuerzo fisico, cuyos sintomas
pueden alargarse de tres a un numero indeterminado de dias.
Ademas, la enfermedad también se defini6 como una fatiga
debilitante crénica, acompafiada de una combinacién de sintomas
que podrian variar entre los afectados, destacando: dolor de
garganta, dolor y sensibilidad de los ganglios linfaticos, dolor de

cabeza, mialgias y artralgias [1,2].

Al mismo tiempo, diversos estudios fisiopatol6gicos
evidenciaron que la sintomatolégia asociada a esta enfermedad,
provocaba un estado altamente incapacitante del enfermo, por lo que
sugirieron la abolicién del término benigna, dejando asi 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 cronica altamente
debilitante, acompafada de un gran espectro de sintomas entre los
afectados, destacando dolor de garganta, dolor de los nodulos
linfaticos, debilidad, mialgias y artralgias. La aparicion de estos
brotes se vincul6 al virus Epstein-Barr, por lo que recibié el hombre

de Sindrome Crénico del virus Epstein-Barr [1,3].

El aumento del numero de afectados de esta nueva
enfermedad, capto la atencion del Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) estadounidense, cuya respuesta fue Ila
creacion de una asociacion de expertos que debian recabar toda la
informacién posible relacionada con esta nueva enfermedad y
desarrollar los procedimientos necesarios para su manejo en la

clinica [1].

La conclusibn a la que lleg6 este grupo de trabajo, en
concordancia con lo aqui expuesto, es que no se trataba de una
nueva enfermedad, sino que parecia corresponder a previos brotes
que habiendo recibido diferentes nombres se conocia en Europa
como EM. Este mismo grupo de trabajo también aconsejé la
redefinicion de su nomenclatura a Sindrome de Fatiga Cronica (SFC)
justificando que se trataba de una descriptiva neutral, que referia

mas directamente su sintoma central. Sin embargo, dado que el uso
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del término Encefalomielitis Mialgica estaba muy extendido por
ciertas regiones, por lo que mas recientemente se decidié aunar
ambas nomenclaturas bajo el término de Sindrome de Fatiga
Cronica/ Encefalomielitis Mialgica (SFC/EM), que parece haber sido
aceptado por la mayor parte de la comunidad médica [1,2].

En 1994 se publicaron los criterios diagnoésticos de referencia
para esta enfermedad, llamados criterios CDC-1994 o criterios
Fukuda, en honor a quien los redacto [4].

En afios 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 investigacion de
esta patologia. A este respecto, en 2003 el ministerio de sanidad
Canadiense, cre6 un consorcio que incluy6 expertos en el estudio de
esta enfermedad con el fin de actualizar la informacion del SFC/EM y
elaborar unos criterios mas restrictivos que se irian actualizando
periédicamente 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
ultimos en incorporarse a esta lista [1,6]. Estos criterios han reabierto

la discusion acerca de la nomenclatura de esta enfermedad,

55



Introduccién general

sugiriendo la separacion entre la EM y el SFC [7]. Sin embargo, la
propuesta no ha sido popularmente aceptada por la comunidad
cientifica, dada la falta de indicios que permitan justificar la necesidad
de diagnosticar el SFC/EM como dos enfermedades distintas [8].

El elevado nimero de criterios diagnésticos ha dificultado el
estudio del SFC/EM imposibilitando la comparacién de cohortes
estudiadas por distintos grupos. A este respecto, en 2017 el National
Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) impuls6é una
iniciativa enfocada a elaborar una guia de referencia que deberia ser
utilizada a la hora de estudiar el SFC/EM.

De esta iniciativa surgieron los Common Data Elements
(CDE), o registro minimo de datos necesarios para el estudio del
SFC/EM, con la finalidad dltima de reducir las variables de confusion
asociadas al diagnéstico y garantizar la recogida de variables
relevantes permitiendo estandarizar en la medida de lo posible el
estudio de esta enfermedad. Ademas, estas guias también servirian
como punto de inicio para los nuevos grupos de investigacion 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].
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2 Diagnostico 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 clinicos, ya que hasta el momento no se ha podido
identificar ningun biomarcador generalmente asociado con la
enfermedad [1,6]. El diagndstico se realiza utilizando diferentes
cuestionarios y percepciones del paciente, este subjetivismo

inherente lamentablemente deriva en heterogeneidad diagndstica [6].

De los diferentes métodos diagndsticos que existen, los
criterios de del CDC-1994, también llamados criterios Fukuda [4],
parecen haber sido los mas utilizados tanto en la clinica como en la
investigacion, posiblemente por su antigiedad y el cambio que
aportaron en su apariciébn. Sin embargo, son los Criterios del
Consenso Canadiense [5], actualizados en el 2010, los que estan
adquiriendo mayor relevancia, por permitir un diagndstico mas
definido y restrictivo del SFC/EM, utilizando como sintoma esencial la
intolerancia al esfuerzo y permitiendo detallar la sintomatologia

asociada con esta enfermedad.

2.1. Criterios CDC-1994 (Fukuda)

Estos criterios definen el SFC/EM como una fatiga crénica de
caracter persistente o recurrente reportada por el paciente, que

puede extenderse 6 0 mas meses consecutivos. Ademas, para
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confirmar el diagndstico los pacientes han de presentar por lo menos
cuatro de los siguientes sintomas; problemas de memoria o de
concentracion, dolor de garganta, dolor de los ganglios linfaticos,
dolor muscular, dolor articular, dolor de cabeza, suefio no reparador

0 malestar post-esfuerzo [1,4].

Estos criterios también recogen ciertas condiciones médicas
excluyentes, que podrian explicar la fatiga crénica por condiciones
clinicas alternativas, tales como: asma, hipotiroidismo, apnea del
suefio 0 narcolepsia, diagnostico médico previo de enfermedades
como cancer o hepatitis B o C, trastorno depresivo mayor, trastorno
bipolar, esquizofrenia, demencia, asi como anorexia o bulimia
nerviosa, ademas de condiciones de alcoholemia u obesidad severa
[1,4].

Asimismo, también se recogen ciertas comorbilidades que no
son excluyentes para el diagnoéstico del SFC/EM, entre las que se
encuentran otras enfermedades sin diagndstico objetivable tales
como la Fibromialgia (FM), desérdenes de ansiedad, trastornos

somatomorfos, y la sensibilidad quimica mdltiple [1,4].

2.2. Criterios Consenso Canadienses

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

agrupacion de diferentes expertos internacionales convocados por el
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Departamento de Salud de Canad4, cuya finalidad fue establecer las
pautas que deberian seguir los facultativos para diagnosticar el
SFC/EM. En 2010 se realizd una revision de estos criterios con el
objetivo de optimizar el diagnostico de esta enfermedad, ademas de
recomendar el uso del cuestionario Short Form 36-ltem (SF-36) que
valora la calidad de vida del paciente para completar el diagnostico
[1,5].

Dado que la fatiga es un sintoma presente en muchas
enfermedades, el diagndstico de SFC/EM requiere que el paciente
presente cuatro de los siguientes sintomas: fatiga, malestar o fatiga
post-esfuerzo, suefio no reparador y dolor muy extendido con
caracter migratorio. Asi como dos 0 mas de los siguientes sintomas:
problemas cognitivos, alteraciones del sistema inmunoldgico,
alteraciones del sistema neuroendocrino o problemas neurolégicos.
Ademas, estos sintomas 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 exclusion como padecer céancer,
diabetes, hipo- e hipertiroidismo, asi como trastornos reumatolégicos
como artritis reumatoide, lupus o poliomielitis, trastornos del sistema
inmune como el SIDA, trastornos neuroldgicos tales como esclerosis

multiple o Parkinson entre otros [1,5].
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Ademas, también se contemplan ciertas comorbilidades, que
no son excluyentes del diagnostico del SFC/EM, entre las que
destaca la FM, el Sindrome del Colon Irritable, las migrafas, asi
como ciertos tipos de alergias [1,5].

3 Patofisiologia
Los mecanismos patofisiolégicos subyacentes del SFC/EM

todavia no han sido identificados. A pesar de esto, algunos estudios
recientes han demostrado disfunciones del sistema nervioso,
alteraciones del sistema inmunoldgico y de las rutas inflamatorias,
alteraciones de la musculatura, mitocondriales, trastornos

metabdlicos 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 identificacién de biomarcadores especificos de sintoma
junto con un extenso y detallado fenotipado del paciente son algunas
propuestas para la clasificacion de tales subtipos y por tanto para el

correcto diagnéstico 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 funcién y
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diferenciacion de los diferentes tipos de células del sistema inmune,
un estado de inflamacién sistémica producida por un aumento de la
producciéon de moléculas pro-inflamatorias, asi como un aumento

significativo del estrés oxidativo.

3.1.1. Inflamacioén

La inflamacién cronica y generalizada es una de las
principales caracteristicas del SFC/EM. Aunque el agente
desencadenante no se conoce con exactitud, se cree que pudiera
derivar de una infeccion de tipo viral acompafiada de un aumento
descontrolado en la produccién de moléculas pro-inflamatorias,

causantes del estado de fatiga crénica 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-a, TGFB y de la proteina C reactiva [12], aunque dada su
heterogeneidad de presentaciébn, 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 inmunoldgicas 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, asi como un aumento significativo de IgA e
IgM. Esta situaciébn se cree pudiera derivar de la presencia de
lipopolisacaridos (LPS) de origen bacteriano en el torrente
sanguineo, 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
anomalias en su actividad citotoxica de caracter variable entre
pacientes SFC/EM, lo que indica pudieran servir para la

estratificacion de pacientes [10].

En concreto se han identificado alteraciones de ciertos
marcadores de membrana de este tipo celular, cuya funcién es
esencial para su actividad. Por ejemplo en un subgrupo de pacientes
se detectaron niveles bajos de perforina, proteina esencial para su
actividad citolitica [10,15], aunque también se han identificado niveles
altos de esta proteina en otra cohorte [16], sugiriendo la relacién

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

3.1.4. Autoinmunidad

El estado de inflamacién generalizada caracteristico del
SFC/EM, se ha asociado con infecciones recurrentes que acaban

desencadenando un estado de hiperestimulacion inmune, y
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autoinmunidad [2,17]. La naturaleza/tipo de estos autoanticuerpos, se
ha vinculado con la sintomatologia de la enfermedad. Ademas, no
todos los pacientes de SFC/EM presentan el mismo tipo de
autoanticuerpos, lo que parece indicar que esta caracteristica podria
asi mismo ser de utilidad para estratificar a los pacientes [17].

También se ha detectado la sobreestimulacion de ciertas
cascadas celulares, como la cascada de 2-5A/RNAsa L, cuya
activacion depende de la presencia de agentes viricos como parte de
la respuesta del sistema inmune innato. Se ha propuesto que esta
cascada queda permanentemente activa, desencadenando la
activacion cronica del sistema inmune, incluso en ausencia de un

agente viral [2,18].

Mas recientemente, se ha sugerido la activacion de ciertos
elementos transponibles producidos por cambios en el patrén de
metilacion del ADN gendmico de los pacientes de SFC/EM, cuya
expresion  podria  estimular el sistema inmune innato,
desencadenando una respuesta inmune en ausencia de patégeno
[19].

3.2. Alteraciones del eje hipotaldmico-hipofisario-
adrenal

Las alteraciones del funcionamiento del eje hipotalamico-

hipofisario-adrenal (HHA) se han vinculado con ciertos grupos de
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pacientes de SFC/EM, manifestandose con sintomas como
artralgias, mialgias, trastornos del suefio, asi como una notable
reduccion de los niveles plasmaticos de cortisol [2,20]. La disfuncion
del eje HHA también se relaciona con anomalias en la produccién de
hormonas tiroideas, y en concreto en pacientes de SFC/EM con un
estado de hipotiroidismo, cuya repercusion es la estimulacién del
sistema inmune, asi como la induccién de los procesos inflamatorios
[21,22].

3.3. Alteraciones del sistema nervioso central

El estado de inflamacién generalizada, caracteristico de esta
enfermedad, desencadena la sobreestimulacion continua del Sistema
Nervioso Central (SNC) [2], en concreto de los nociceptores, que
acaba estimulando las células de la glia e induciendo la liberacién de
TSPO (Translator protein), una proteina mediadora de la inflamacién
del sistema nervioso central [2,23]. Esta situacién genera un efecto
de retroalimentacién positiva, que acaba desencadenando la

inflamacién generalizada del SNC [11,24].

La persistencia de este estado neuroinflamatorio puede llevar
al desarrollo de problemas cognitivos como pérdida de memoria o de
concentracion, sintomas de depresion, asi como dolor cronico
[2,10,23]. Ademas, 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, sintoma caracteristico de esta enfermedad [25] y de la
comoérbida FM.

3.4. Anomalias metabdlicas

La fatiga altamente debilitante presente en el SFC/EM, ha
llevado l6gicamente a que los investigadores sospechen que existen
anomalias metabdlicas relacionadas con la produccién de energia en
estos pacientes [10]. De hecho algunos autores han reportado
diferencias en la concentracion plasmatica de ciertos aminoéacidos,
tales como glutamina, ornitina, citrulina, lactato e isocitrato indicando
una afectacién de su metabolismo con vinculacién al ciclo de la urea
[10,26,27].

Otros han evidenciado una notable reduccién la actividad de
la enzima Piruvato deshidrogenasa [28], proteina esencial para la
produccién de piruvato, asi como una disminuciéon de la actividad
glicolitica en SFC/EM [29]. Estos defectos generan anomalias en la
ruta de los Acidos Tricarboxilicos, principal ruta de generacion de
energia [10,27]. Asimismo, también se ha observado la reduccion de
los niveles séricos de la enzima creatina fosfoquinasa, enzima
esencial en la sintesis y mantenimiento de la homeostasis del ATP ya
que ,la produccion de ATP en musculo 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
podrian, 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, 1o que
explicaria 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 podrian ser (tiles para su estratificacion.

En concreto se han observado pérdidas de la diversidad
bacteriana, detectdndose un aumento de bacterias Gram-positivas
productoras de acido lactico. Esto se traduce en una reduccién del
pH intestinal que puede comprometer la permeabilidad intestinal,
favoreciendo la translocacion de compuestos téxicos al torrente
sanguineo, incluido el propio &acido lactico [32]. Es interesante que se
hayan identificado pacientes de SFC/EM con niveles elevados de
acido lactico en sangre que podria 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
translocacion al torrente sanguineo de compuestos inmunogénicos
secretados por las bacterias intestinales, asi como las propias
bacterias, generando procesos infecciosos. Esta situacion
desencadena la activacion del sistema inmune provocando una
inflamacion generalizada y sintomas asociados entre los descritos

para esta enfermedad [2,13,14].

4 Relevancia del SFC/EM

El SFC/EM ha sido clasificado dentro de la Clasificacion
Internacional de Enfermedades con dos cédigos diferentes, R53.82 y
G93.3, utilizando esta ultima codificacion si la apariciéon de los
sintomas se ha producido tras una infeccion viral. Segun la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la prevalencia de esta
enfermedad se establece entre el 0,23 al 0,41 % de la poblacién
mundial, sin ninguna vinculacion a la edad de los afectados, pero
siendo mas comun 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 poblacion, dependiendo de
los criterios de diagndstico utilizados o de la localizacion geografica

estudiada [37], lo cual resulta alarmante.
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El caracter 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 afectacién
severa. En cuanto a su vida laboral se estima que los pacientes de
SFC/EM pueden presentar una pérdida de productividad que
alcanzaria hasta el 54%, situacion agravada por las constantes bajas
laborales debidas a rebrotes de la enfermedad, estimandose una
pérdida econdmica directamente vinculada al SFC/EM de 15.200€

por paciente y afio [16,38].

Asimismo, el SFC/EM presenta un elevado coste sanitario, ya
que los retrasos en el diagndstico provocan que los pacientes tengan
que deambular durante largos periodos por el sistema sanitario,
siendo constantemente derivados a diferentes especialistas,
estimandose un retraso medio de casi un afio en el diagnéstico de la
enfermedad [1]. Ademas, al no existir un tratamiento especifico, los
pacientes consumen multitud de farmacos orientados a paliar la
sintomatologia de la enfermedad. Con todo esto, el coste sanitario
asociado al SFC/EM oscilaria entre los 27.000 a 60.000€ por persona
y afio [39].

5 Tratamiento del SFC/EM

Como se ha mencionado, toda prescripcién farmacol6gica

asociada a esta enfermedad se destina a aliviar los sintomas del
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paciente [40-43]. Esta situacion provoca que, dado que la
sintomatologia es muy diversa, los pacientes reciban una gran
variedad de farmacos, incrementando la posibilidad de efectos
secundarios, y agravando en ocasiones la enfermedad. La
polifarmacologia ademas dificulta la busqueda de biomarcadores, ya
que la ingesta de un alto nimero de farmacos, provoca grandes
cambios del metabolismo de los pacientes, distorsionando y

confundiendo las analiticas [44].

Entre los diferentes ensayos clinicos realizados, cabe
destacar el uso del Rituximab, nombre comercial de anticuerpos
monoclonales recombinantes anti-CD20, cuya funcién es inhibir la
funcion de los linfocitos B, con expectativas de resultar curativo al
eliminar la produccion de autoanticuerpos. Aunque el ensayo clinico
inicial, en fase 1 resultdé esperanzador, la inclusibn de un nuimero
mayor de pacientes mostrd una clara falta de eficacia del tratamiento
[45,46].

6 Datos dmicos del SFC/EM

A lo largo de las ultimas décadas se han realizado diversos
estudios dmicos 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 colaboracion con nuestro grupo en la
UCV, centrados en el analisis de la metilacion del ADN de pacientes
de SFC/EM, detectandose un total de 17.296 sitios CpG con
diferencias en el patron de metilaciobn asociados con 6.368 genes.
Este trabajo reporté cambios en el patron de metilacion de la regién
promotora de genes relacionados con la sefializacion celular, asi
como el sistema inmune[47]. Este mismo grupo también ha reportado
mas de 5500 polimorfismo de nucleétidos Unicos (SNPs, de sus
siglas en ingles), relacionados en su mayoria con funciones
biolégicas como el sistema inmune y hormonal, organizacion de la

matriz extracelular o el metabolismo[48].

Con respecto a los hallazgos en los cambios en la expresion
de genes, se han reportado cambios en la expresiéon de algunos
genes relacionados con la esclerosis mdltiple, con diabetes tipo | 0
con la artritis reumatoide, asi como, cambios en la expresién de
microARNSs, que seran presentados en la introduccién del Capitulo |

de este trabajo[49].

Por otro lado, diversos grupos han llevado a cabo ensayos
protedmicos de diversos fluidos como el plasma o liquido
cerebroespinal, con la finalidad de identificar la presencia de

proteinas que pudieran ser utilizados como biomarcadores, los
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resultados mostraron el incremento en plasma de las proteinas Talin-
1, Filamina-A y 14-3-3, asi como, la presencia de proteinas a-1-
macroglobulina, proteina | tipo amieloide, queratina 16,
orosomucoide 2 o factores derivados del epitelio. También se han
informado de cambios en las caracteristicas de las VEs de los
pacientes de SFC/EM, que seran presentados en la introduccion del
Capitulo 1l. Todavia no se conocen las causas de las diferencias en
la presencia de estas proteinas ni cual es su significado biolégico
[50,51].

El presente trabajo se ha centrado en un analisis pionero de
la expresion de microARNs en CMSPs y en VES, conjuntamente con
las caracteristicas fisico-quimicas de estas vesiculas y aspectos
funcionales de las mismas en pacientes severos de SFC/EM, como
via de exploracion de biomarcadores y de rutas celulares afectadas
por la enfermedad. El valor de los datos aqui obtenidos recae en el
hecho de que fueron obtenidos de los mismos pacientes, obviando la
limitacibon  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 ningun estudio previo. Aungue otros datos émicos podrian resultar
igualmente valiosos para desvelar los mecanismos ligados a esta
enfermedad, debe ser la integracién de todos ellos lo que aporte

definicion de la regulaciéon epigenética en relacion a los factores de

71



Introduccién general

rasgo genético en SFC/EM. Dado el caracter exploratorio de este
estudio, que incluye el andlisis de un niumero elevado de variables en

las mismas muestras, el nimero de pacientes se limit6 a 15 por

grupo.
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El principal objetivo de este trabajo es la busqueda de
biomarcadores del Sindrome de Fatiga Cronica /Encefalomielitis
Miélgica (SFC/EM), ya sea molécula/s u otros indicadores presentes
en sangre periférica que presenten capacidad discriminante respecto
a la poblacion sana, para utilizarlos en el desarrollo de test
diagnostico objetivable de esta enfermedad. Ademas, estos
biomarcadores podrian desvelar aspectos poco definidos de la
fisiopatologia 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 vesiculas extracelulares (VEs) de plasma. La
presentacion de los datos obtenidos con cada una de estas
fracciones se distribuye en dos capitulos independientes con
contenidos complementarios, y culmina con un andlisis integrado de
los resultados dirigido a identificar los mecanismos celulares

asociados a SFC/EM y evidenciar su significado bioldgico.
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1 Criterios de inclusion/exclusion del
estudio, toma de muestra y analisis
clinicos
El estudio ha sido validado por dos Comités de Etica de

Investigacion independientes: el Comité de Etica de Investigacion en
Salud Publica DGSP-CSISP, Valencia (Espafia), numero de estudio
UCV_201701 y por el Comité de Revision Etica del Biobanco UCL-
Royal Free London NHS Foundation Trust (B-ERC-RF), numero de
estudio EC2017.01.

El reclutamiento de los participantes y la evaluacion clinica,
se llevd a cabo a través del Servicio de atencion primaria y
secundaria del Servicio Nacional de Salud de Reino unido (NHS). La
evaluacion de los pacientes se llevo a cabo mediante el cumplimiento
de los criterios del CDC-1994 (Fukuda) [4] y del Consenso
Canadiense [52].

Los criterios de exclusion utilizados fueron los siguientes: (1)
la ingesta de medicamentos antivirales o medicamentos que puedan
alterar la funcion 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 cronicas tales como hepatitis B y C, tuberculosis, VIH, pero

no infecciones por el virus del herpes; (4) padecer alguna
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enfermedad crénica como cancer, enfermedad coronaria o diabetes
no controlada; (5) graves trastornos del estado emocional; (6) haber
estado embarazada o amamantando en los Ultimos 12 meses o (7)

padecer una obesidad morbida (IMC=40).

Los pacientes gravemente enfermos con restricciones de
movilidad recibieron una enfermera de investigacion en su casa. El
resto de participantes fueron invitados a un centro de reclutamiento
para la evaluacion clinica y toma de muestra. Se siguieron los
Procedimientos Operativos Estandarizados (POE) para la
identificacion e invitacion de los participantes; asi como para las
evaluaciones clinicas; evaluacion de elegibilidad; flebotomia;
transporte y recepcion de muestras. El andlisis de sangre se llevo a
cabo en laboratorios preparados para este fin. La toma y registro de
datos clinicos, su procesado, almacenamiento y liberacién se
ajustaron a la ley de proteccién de datos mediante su anonimizacién

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 plaguetas (PPP). Las muestras fueron proporcionadas por
el biobanco monografico para SFC/EM del Reino Unido, junto con las
encuestas de Salud Completa (SF-36), que evalla la afectacion de

los pacientes en una escala de 0 a 100 [53], Cuestionario de Salud
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General (GHQ) [54], asi como, los resultados de analiticas completas
de sangre.

Con la finalidad de fenotipar la cohorte de estudio, se
emplearon tres cuestionarios centrados en la caracterizacion de
partes clave de la sintomatologia asociada al SFC/EM, en concreto el
grado de fatiga percibido por los participantes se evalu6 mediante la
Escala de Severidad de la Fatiga, cuestionario ampliamente validado
en pacientes con afectaciones cronicas como lupus o esclerosis
multiple, 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
Analdgica (EVA) para el dolor, que permite evaluar el dolor percibido
y traducirlo a un valor numérico [56], y por ultimo las alteraciones del
suefio se evaluaron con el cuestionario de Somnolencia de Epworth
que divide los trastornos del suefio en cuatro grupos dependiendo de
la calificacion obtenida; 0-10 normal, 11-14 leve, 15-18 moderado y
19-24 severo [57].

A lo largo del trabajo, se utilizd6 una segunda cohorte
muestras, que consisti6 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 Catodlica de Valencia.

Los voluntarios fueron citados en las Clinicas Universitarias
de la Universidad Catolica de Valencia, emplazadas en la Calle
Guillem de Castro N°46, Valencia, o en Valora Prevencion S.L
emplazada en la Avenida Reial Monestier Santa Maria de Poblet, 22,
Quart de Poblet, Valencia, donde la obtencion de las muestras se
llevé a cabo por especialistas en esta disciplina. Posteriormente las
muestras fueron procesadas en el laboratorio de investigacion de la
Universidad Catolica de Valencia, Sede San Carlos Borromeo,
Quevedo, 2, 46001 Valencia.

El reclutamiento, la toma de muestra y el posterior analisis se
llevd a cabo siguiendo los criterios metodoldgicos anteriormente

mencionados para las muestras del biobanco.

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

recoleccion de sangre (BD Vacutainer® cat. 366643), con
anticoagulante K.EDTA, y se procesaron inmediatamente después
de su obtencién. Las muestras procedentes del Biobanco
consistieron en una alicuota de 1 mL CMSPs (5x10° células/mL) y

dos alicuotas 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 realiz6 siguiendo el protocolo

del biobanco monogréfico UK ME Biobank.

El tiempo méaximo desde la obtencion de la muestra hasta el
fin de su procesado no excedia en ningun 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 plasmatica de la parte celular de
la sangre, se realizé una centrifugacién de la sangre completa a
450xg en una centrifuga Centrifuge 5810R (Eppendorf) durante 15
mins a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion, se separ6 la
capa superior, compuesto por la parte plasmatica, de la inferior,
conteniendo las células. A partir de este momento cada fraccion fue

procesada independientemente.

2.1.1. Obtencién de PPP

El sobrenadante generado por la centrifugaciéon 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 asi como eliminar las plaquetas. Tras

esta segunda centrifugacion, el PPP se distribuy6 en crioviales (Feal,
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cat. RCT1020), en alicuotas de 1-2 ml que se almacenaron a -80°C

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 proces6 de acuerdo al protocolo de centrifugacién desarrollado
por Bgyum [58], una técnica basada en la capacidad desigual para
atravesar un colchén de Ficoll-Pague (compuesto organico 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 centrifugacion, la parte celular de la sangre se
resuspendié en 1xPBS hasta alcanzar su volumen inicial. Esta
suspension celular se deposité sobre el colchén de Ficoll-Paque (GE,
17-1440-02), con cuidado de no perturbar la interfase entre la
suspension celular, en la parte superior, y el Ficoll-Paque, en la parte

inferior.

A continuacién, las muestras se centrifugaron a 400xg
durante 30 mins a temperatura ambiente, este paso se realizé en una
centrifuga Centrifuge 5810R (Eppendorf) con rotores basculantes, en
la cual se desactivaron los frenos de aceleracion y deceleracion para
evitar que la zona de interfase entre la muestra y el Ficoll-Paque se

alterara.
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Tras la centrifugacion, 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 continuacion 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 colchén de Ficoll-Paque, acaban concentrandose en la
parte superior de esta fase. Por ultimo se form6 una fase por encima
del anillo blanquecino, compuesta por el remanente de plasma y

plaguetas.

Para aislar los CMSPs, se descartd la columna de restos de
plasma y plaquetas inmediatamente sobre el anillo, con la precaucién
de no distorsionarlo. A continuacién se recogi6 el anillo y se transfirio
a un nuevo tubo. Para eliminar la contaminacién con Ficoll-Paque se

realizaron varios lavados con 1xPBS a temperatura ambiente.

Algunas muestras presentaron contaminacion con eritrocitos
que se eliminé mediante rotura por choque osmotico, utilizando el
tampoén de lisis de eritrocitos ACK (Gibco™ cat. A1049201). Para
este fin, las células se resuspendieron en 5ml de 1xPBS y se
adicionaron 5ml de tampon de lisis de eritrocitos, se incubaron a 4°C

durante 5 mins. Tras eliminar los fantasmas eritrocitarios por
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centrifugacion 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 alicuota se lis6 utilizando 1ml de RNAzol y se almacend a -80°C
hasta su procesado. Alicuotas adicionales se almacenaron a -150°C
en forma de células sedimentadas hasta su procesado.

3 Extraccion y cuantificacion de ARN,
retrotranscripcion y PCR cuantitativa

3.1. Extracciéon 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 introduccion de
dos agentes con la finalidad de mejorar el rendimiento y pureza de la
extraccion. En primer lugar se afiadi6 Polyacryl carrier (Molecular
Research Center, cat. PC152) que permite mejorar el rendimiento de
extraccion de ARN de pequefio tamafio al favorecer la precipitacion
del ARN. Por otro lado se utiliz6 4-Bromoanisol (Acros Organics, cat
106631000) utilizado frecuentemente para eliminar contaminaciones

con ADN gendmico.
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Las muestras (CMSPs o VEs) se lisaron utilizando 1ml de
RNAzol, al que se afadieron 5uL de Polyacryl carrier, 5uL de 4-
Bromoanisol y 600pL de agua libre de ARNasas previa mezcla de 15
seg. A continuacion, las muestras se incubaron durante 15 mins a
temperatura ambiente. Tras la incubacion, se centrifugaron a
12.000xg durante 15 mins a temperatura ambiente. La centrifugacion
generd tres fases de las que se recogio la fase superior, compuesta
principalmente por el ARN. Se afiadi6 1 volumen de isopropanol
100%, se homogeneizo y se incub6 10 mins a temperatura ambiente.
Tras esta incubacion, se centrifugd a 12.000xg durante 10 mins, se
descartd el sobrenadante y se realizaron dos lavados con etanol al
75%. Por ultimo, el exceso de etanol se elimind por evaporacion. El

precipitado se resuspendié en 100 pL agua libre de nucleasas.

3.2. Calidad y concentracion del ARN

La concentracién y pureza del ARN extraido se determiné
mediante espectroscopia de absorbancia a distintas longitudes de
onda (230, 260 y 280 nm) utlizando un NanoDrop 2000
(Thermofisher). La integridad del ARN se determiné en el servicio de
Gendbmica y Genética traslacional del Centro de Investigacion
Principe Felipe (CIPF), con el kit RNA Screen Tape (Agilent, cat.
5067-5576) que permite obtener el nimero de integridad del ARN
(RNA integrity number, RIN).
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3.3. Cuantificacion de ARN de pequefio tamafo

El rendimiento de la extraccion de ARN de pequefio tamafio
(<200nts), se analiz6 en el servicio de GenOomica y Genética
Traslacional del Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF),
utilizando el Kit Agilent 2100 Small RNA (Agilent, cat. 5067-1548)
segun indicaciones del fabricante.

3.4. Retrotranscripcién de ARN de pequefio tamafio

A partir de 1ug de ARN total extraido, se sintetizd el Acido
desoxirribonucleico complementario (ADNc) de los microARNS,
utilizando el Kit miScript Il RT Kit (Qiagen, cat. 218161), y el
protocolo HiSpec optimizado para el ARN de pequefio tamafio, que
afiade un paso de poliadenilacion, esencial para la retro-transcripciéon
y posterior hibridacion del cebador universal al ADNc en la reaccion
de PCR cuantitativa (QPCR). La mezcla de la reaccién contenia 4pL
de miScript HiSpec Buffer, 2uL de 10x miScript Nucleics Mix, 2uL de
miScript Reverse Transcriptase Mix y agua libre de ARNasa hasta

alcanzar un volumen final de 20uL.

El programa utilizado para la retrotranscripcién, consistié en
una incubacién a 37°C durante 60 mins, seguida de incubacion
adicional a 95°C durante 5 mins para inactivar la miScript Reverse
Transcriptase. Esta reaccion se llevé a cabo en un termociclador

Nexus gradient (Eppendorf). Una vez terminada la reaccion, las
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muestras se diluyeron en 80uL agua libre de nucleasas hasta una
concentracion final de 10ng/uL, y se almacenaron a -20°C hasta su

uso.

3.5. PCR cuantitativa de microARNs

Los cebadores utilizados para el andlisis 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 utilizé el Cebador Universal suplementado en el
kit de gPCR, y el de ARN U6 como control.

La evaluacion de la expresion de microARNs por gPCR se
llevd 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 reaccién de gPCR contenia 2ng de ADNCc,
5uL de 2x QuantiTect SYBR Green PCR, cada uno de los cebadores
a una concentracion final de 500nM y agua libre de ARNasa hasta

alcanzar el volumen de 10pL.

El programa utilizado para la amplificacion por PCR, consistio

en un paso inicial de 15 mins a 95°C, seguidos de 45 ciclos de 15
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seg a 94°C, 30 seg a 56°C y 30 seg a 70°C. La reaccion de qPCR se
realizé en un LightCycler 480 Il (Roche).

La expresion diferencial de los microARNs se determind
mediante analisis de abundancia relativa en referencia a los niveles

en muestras control, utilizando el método de 224t

3.6. Retrotranscripcion 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 reaccion de retrotranscripcion contenia 2 uL de
RT Buffer 10x, 1uL de MultiScrip Reverse Transcriptase, 0,8 pL de
dNTPs (100mM), 2 pL de 10X RT Random primers, 1 pL de Inhibidor
de nucleasas (Promega, cat. N211B), 1ug de ARN total y agua libre
de ARNasas hasta un volumen final de 20 pL. La reaccion de
retrotranscripcion se realizé en un termociclador Nexus Gradient
(Eppendorf) y consisti6 en una incubacion inicial a de 10 mins a
25°C, seguida de otra incubacion de 120 mins a 37°C y una final de 5

mins a 95°C.

Tras la retrotranscripcion las muestras de diluyeron en agua
libre de ARNasas hasta una concentracion final de 5ng/uL y se

almacenaron a -20°C hasta tu uso.
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3.7. gqPCR de ARNm

La reaccion de gPCR se realizé en el instrumento LightCycler
480 1l (Roche), utilizando el kit PowerUP SYBR Green Master Mix
(Applied biosystems, cat. A25742). La reaccion de qPCR contenia, 5
UL de SYBR Green master mix, cada uno de los cebadores a una
concentracion final de 500nM, 10ng de ADNc y agua libre de
ARNasas hasta un volumen final de 10 pL.

El programa de qPCR consistio en una incubacion inicial de
15 mins a 95°C, 45 ciclos de una incubaciéon de 15 seg a 95°C,
seguida de 1 min a 60°C. La reaccion se realizd en placas de 96
pocillos, y cada muestra se analiz6 por triplicado.

El analisis de la expresion diferencial se llevé a cabo
aplicando el método de 24",

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 expresion de los microARNs se evaluaron

utilizando la tecnologia 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 expresion de 800 microARNs (Tabla

Suplementaria 1)

Cada muestra fue analizada utilizando 100ng de ARN total
purificado utilizando la metodologia anteriormente descrita. Las
muestras se incubaron 21 horas a 65°C con las sondas reporteras y
las sondas de captura, tras su hibridacién se eliminé el exceso de
sondas. A continuacién las muestras se cargaron en los cartuchos
nCounter Human miRNA Panel v3, y utilizando el software
Nanostring nSolver version 4.0, se analizaron los niveles de
expresion de cada uno de los 800 microARNs incluidos en este

panel.

4.1. Normalizacion 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 limite de deteccion, se obtuvo la
media geométrica de los controles negativos de ligacion, presentes

en el panel, a la que se sumo dos veces la desviacion estandar de
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este valor. En el caso de las muestras de CMSPs el limite de
deteccién se establecié en 69 cuentas, mientras que en el caso de
las VEs fue de 17 cuentas.

A continuacién, se eliminaron todos los valores por debajo de
los limites de deteccién 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 normalizacion de los datos de los microARNs de CMSPs,
se llevo a cabo utilizando la media geométrica de los 100 microARNs
con mayor nivel de expresion, mientras que la de los microARNs de
vesiculas extracelulares (VES) se realiz6 utilizando los seis controles

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

4.2. Analisis de los datos de Nanostring

El andlisis de expresion diferencial sol6 se realizé en aquellos
microARNs que presentaban valores por encima del limite de
deteccion en el 75% de las muestras en al menos uno de los dos
grupos. Para el andlisis estadistico se sigui6 la metodologia descrita

en el apartado de Materiales y Métodos n°10.
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5 Caracterizacion de VEs

5.1. Aislamiento

El aislamiento de las VEs, se realiz6 utilizando un método de
precipitacion, basado en el uso de un polimero hidrofébico que
permite la precipitacion indiscriminada de VEs mediante
centrifugacion a baja velocidad.

En concreto se utilizé el kit Total Exosome Isolated From
Plasma (Invitrogen, cat. 4484450), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Partiendo de 500uL de plasma humano, se afiadieron
250pL de 1xPBS y tras su mezcla se afadieron 150uL de Total
Exosome Precipitation Reagent (from plasma) (Invitrogen, cat.
4484451) incubando la mezcla a 4°C durante 30 mins. Después, se
centrifugd a 10.000xg durante 5 mins y se elimind el sobrenadante.
El precipitado se resuspendié en 200uL de 1xPBS o de 0,05xPBS
dependiendo del analisis posterior. Las VEs se almacenaron a 4°C

hasta el momento de su uso.

A lo largo del trabajo también se utilizaron muestras de VEs
tratadas con proteinasa K. La obtencion de estas muestras se realizé
siguiendo el protocolo mencionado incluyendo una preincubacién con
proteinasa K durante 10 mins a 37°C, previa adicién del Total

Exosome Precipitation Reagent.
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5.2. Tamafio y concentracion

El tamafio y la concentracion de las VEs se determiné en el
servicio de Cribado del Centro de Investigacion Principe Felipe
(CIPF) utilizando un NanoSight N300 (Malvern Panalytical),
instrumento basado en el método del Andlisis de seguimiento de
nanoparticulas (Nanoparticles tracking analysis, NTA).

Se adquirieron tres videos de 90 seg de duracion para cada
muestra, utilizando una cdmara sCMOS. La camara se ajusto al nivel
10 con un ratio de 25 imagenes por segundo, manteniendo una
temperatura constante de 25°C. Los videos se analizaron utilizando
el software NTA en su version 3.1 estableciendo el limite de
deteccién en 20 nm, para descartar el ruido de fondo.

5.3. Analisis de potencial de membrana

El potencial de membrana de las VEs se determiné en el
servicio de Cribado del Centro de Investigacion Principe Felipe
(CIPF) utilizando un instrumento DLS Malvern Zetasizer Nano Zs

(Malvern Panalytical) equipado con un laser 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 20°C.

6 Microscopia electronica
La obtencién de las imagenes de microscopia electrénica de

transmision de las VEs se obtuvieron en el Servicio de Microscopia
Electrénica del Centro de Investigacion Principe Felipe, utilizando un

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

La preparacion se realizo utilizando 5 pL de muestra a la que
se le afiadio 5uL de 4% paraformaldehido, y se incub6 durante 1h. A
continuacién, se depositd la muestra fijada sobre una rejilla
Formvar/Carbon y se incub6 a temperatura ambiente hasta su
secado. La rejilla se lavd con 1xPBS para eliminar posibles

impurezas de la muestra.

La fijacion de la muestra a la rejilla se llevé a cabo mediante
incubacién en glutaraldehido al 1% durante 5 mins que se continud

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 continuacion
las rejillas se transfirieron a una disolucion de metilcelulosa y se

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

rejillas hasta su visualizacion.

Para la adquisicién las imagenes las muestras se expusieron
a un potencial de 80kV, utlizando entre 100.000 a 120.000

aumentos.

7 Inmunodeteccidn
La inmunodeteccion de los marcadores de las VEs se llevo

acabo utilizando la metodologia de Western-blotting y geles de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Para la preparacion de las muestras se utilizaron 15 pl de las
VEs aisladas siguiendo la metodologia descrita en Materiales y
Métodos n°5.1., las muestras fueron desnaturalizadas con un tampon
de carga para proteinas (60mM Tris-HCI, 25% (v/v) de glicerol, 2%
(p/v) de SDS, 14mM de B-mercaptoetanol y 0,1% (p/v) de azul de
bromofenol, pH 6,8), y una incubacién de 5 mins a 96°C.

La electroforesis se llevé a cabo en geles discontinuos de
poliacrilamida suplementados con 10%(p/v) de SDS para mantener
condiciones desnaturalizantes. Para la migracion de las muestras se
utilizé un tampén de electroforesis compuesto por 25 mM de Tris-
HCI, 200 mM de glicina 'y 1% (p/v) de SDS. Para la separacion de las

proteinas se mantuvo un voltaje constante de 100V, hasta la
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completa separacion. El marcador de peso molecular utilizado como
referencia fue el PageRuler™ Plus (FisherScientific, cat.26620).

Tras su electroforesis, las proteinas se transfirieron a una
membrana de Fluoruro de polivinilideno (PVDF) (ISEQ00010,
Milipore), que previamente habia sido activada con metanol. En este
caso se realizd una transferencia hdmeda, utilizando un tampon
compuesto 25 mM de Tris-HCI, 200 mM de glicina y 20% (v/v) de
metanol. Para la realizacién de la transferencia se mantuvo un voltaje
constante de 100V, hasta que se trasfirieron por completo las
proteinas del gel a la membrana de PVDF.

Una vez realizada la trasferencia, las membranas incubaron
durante 1 hora en tampoén 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 continuacion, las membranas se
incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios
diluidos 1/200 en tampdn de bloqueo, a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron tres lavados de 20 mins con PBS-T en
agitacion suave. Tras los lavados se incubaron las membranas 1 h
con el anticuerpo secundario diluido en PBS-T a una diluciéon de
1/5000 en tampoén de bloqueo, a temperatura ambiente. Finalmente
se realizaron tres lavados de 20 mins cada uno con 1xPBS-T en

agitacion suave.
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La deteccion de las proteinas se llevd a cabo mediante
reaccion de quimioluminiscencia utilizando el Kit ECL™ Prime
Western Blotting Reagents (GE Healthcare, cat RPN2232SK). La
sefial emitida se detectd 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-B-actina (sc-130657,
Santa Cruz Biotechnology). Como anticuerpo secundario se utilizé el
anti-ratén 1gG-HRP de cabra (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology)
(0,4mg/ml).

8 Espectroscopiatipo Raman
Se utiliz6 un nimero igual de vesiculas segun lecturas NTA.

Tras la dilucién de las muestras a una concentracion de 5x10°
VEs/ml en agua destilada, se depositd 1 puL de la suspensién sobre
una rejilla de fluoruro de calcio, y se expuso a temperatura ambiente

hasta que la muestra se sec6 completamente.

La adquisicion de los espectros se realizé en un LabSpec 6
(Horiba Scientific, France) con potencial del laser en 4,7mW y un
filtro del 25%. EIl tiempo de adquisicion por espectro fue de 3s a una

resolucion de 4um. La normalizacion y procesamiento de los
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espectros se realizo utilizando el software KnowltAll ® Informatics
(Wiley Science Solutions).

9 Ensayos celulares

9.1. Cultivos celulares

Para los ensayos con plasma como medio condicionado se
utilizé la linea celular de Rabdomiosarcoma (ATCC® CCL-136TM),
frecuentemente referida como modelo muscular humano. Su
mantenimiento requiri6 expansion 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 37°C, a
5% de CO, en una atmosfera himeda; y pasaje cada 3 dias

mediante técnicas enzimaticas estandar (tripsinizacion).

9.2. Ensayos MitoXpress Intra

Los andlisis de consumo de oxigeno se realizaron utilizando
el sistema de MitoXpress-Intra Intracellular Oxygen Assay (Agilent
cat. MX-300-4), metodologia basada en la sensibilidad del fluor6foro
MitoXpress-Intra a los cambios de la concentracion de oxigeno. El
fluoréforo MitoXpress-Intra es una particula fluorescente formada por

un anillo de porfirina-Pt (II) sensible al oxigeno, de modo que altas
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concentraciones de oxigeno reducen la sefal emitida por este
fluoréforo. Por lo tanto cambios en la intensidad de la sefial emitida
por este compuesto a la longitud de onda de 650nm, son
directamente proporcionales a los cambios en las concentraciones

intracelulares de oxigeno ([iO,]) (Figura 1) [59].
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Figura 1: Caracteristicas del fluor6foro MitoXpress-Intra. A) Cambios en la
emision luminica del fluoréforo MitoXpress Intra en respuesta a los cambios en la
concentracion de oxigeno. B) Anillo porfirina-Pt(ll) del fluor6foro Mitopress Intra.

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 oxigeno
a 37°C, condiciones que favorecen el metabolismo mitocondrial
aerdbico. Como control del consumo de oxigeno se mantuvieron 3

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

101



Material y Métodos

cat. A8764-25MG) a una concentracion final de 15 pM. Este
compuesto bloquea la cadena de trasporte de electrones, inhibiendo

los cambios en los niveles de oxigeno intracelular.

Se sembraron 75000 células/pocillo en placas opacas de 96
pocillos con fondo plano (VWR™, cat. 735-2102) y se incubaron
durante 12 h en condiciones normales de cultivo (seccién 9.1), para
permitir su adherencia al fondo del pocillo. El fluor6foro MitoXpress-
Intra se resuspendio en agua destilada estéril a una concentracion de
100pg/ml. A continuacion, se elimind el sobrenadante del cultivo
celular y se afadieron 150 yL de medio de cultivo precalentado a
37°C con el agente MitoXpress-Intra a una dilucién 1/10, y se
incubaron las células durante 12 h a 37°C. Tras esta incubacion, se
eliminé el medio de cultivo con el agente MitoXpress-Intra, y se
procedié al lavado con 1xPBS estéril. Finalmente, se afadieron
150uL de medio de cultivo precalentado a 37°C y se registro la
cinética de consumo de oxigeno durante los siguientes 900 mins en

el Cariostar®.

A lo largo del trabajo, se ensay0 el efecto sobre el consumo
de oxigeno que ejercia el K,EDTA, (BD Vacutainer® cat. 366643), a
una concentracioén 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 n°5.1., tratando las células con un 10% con respecto al
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volumen final del ensayo. La adicion de estos compuestos al medio
de cultivo, se realizé previa introduccion de la placa en el

Clariostrar®.

10 Anélisis estadistico
El andlisis de la normalidad en la distribuciéon de los valores

se realizé aplicando el test de Shapiro-Wilk. Se aplicé el Criterio de
Chauvenet para identificar de valores atipicos dentro del conjunto de
datos experimentales, entendiendo como valores atipicos aquellos
que se diferencia mas de dos veces la desviacién estandar de la

media del grupo.

Para aquellos valores cuya distribuciébn se ajustaba a una
distribucion normal, se aplicé la prueba t-test. En cambio, aquellos
valores cuya distribucién no se ajust6 a una distribucién normal se
analizaron mediante la prueba estadistica U de Mann-Whitney. El
error de tipo | que se aceptd se establecio en 5% (a=0,05),
considerando que las diferencias encontradas eran estadisticamente
significativas cuando el pvalor fuese inferior a 0,05. Para minimizar
los errores asociados a las comparaciones multiples, tras el analisis
de expresion de microARNs se utilizaron los pvalores previamente
ajustados con el test Bonferroni. Las variables continuas se
expresaron como media aritmética +/- desviacion estandar. Para

expresar el grado de significancia en las gréficas generadas tras el
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andlisis, se establecid, pvalor<0,05 (*), pvalor<0,01 (**) vy
pvalor<0,001 (***).

El andlisis de la curva de Caracterizacion Operativa del
Receptor (ROC) [60], se aplicd sobre los microARN que presentaron
diferencias significativas. El indice de confianza (IC) se establecio en
el 95%, y se tom6 un valor de Area bajo la curva (AUC) de 0,75 como
valor minimo para asumir una capacidad discriminante aceptable.
Para analizar la especificidad y selectividad de la variable se us6 uso
el valor medio en la cohorte de pacientes, aplicando las siguientes

ecuaciones:
o Verdaderos positivos
Sensibilidad = — -
Verdaderos positivos + Falsos negativos
. Verdaderos negativos
Especificidad =

Falsos positivos + Verdaderos negativos

Todos los analisis se realizaron mediante la utilizacion de
diferentes paquetes del entorno de andlisis estadistico R [61] en su
version 3.4.2 (R Core Time, 2014). Para el andlisis ROC se utilizé el
paquete pROC [62], en su version 1.13.0.

Los graficos mostrados se generaron utilizando el programa
GraphPad Prism 5.0, los diagramas de Venn se generaron utilizando
el programa Cytoscape en su version 3.6.0 usando el paquete Venn

& Euler diagram, en su version 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

correlacion de Spearman para establecer la distancia entre los
valores analizados y el enlace Centroide para agrupar las diferentes

muestras.

11 Andlisis de enriquecimiento funcional.
El anadlisis de enriquecimiento funcional o de funciones

celulares afectadas por los microARNs identificados, se realizé
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 opcion identifica los genes

que son potencialmente regulados por al menos dos microARNS.

A continuacién, se realizé un enriquecimiento funcional de las
rutas celulares en las que participan los genes diana, obtenidos como
resultado del analisis anterior. Para ello se utilizé 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 acciéon de los

microARNSs diferencialmente expresados.
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1 Contexto historico de los microARNSs
Los microARNs son una clase de ARNs de pequefio tamafio

formada por secuencias de 19 a 24 nucleétidos, descubiertas en
1993 por Lee et al. cuando estudiaban la regulacién de la expresion
de la proteina esencial para el desarrollo de Caernorhabditis elegans
(C. elegans) Lin-14. Estos autores demostraron que la expresién de
lin-4, un gen no codificante, que generaba una secuencia de ARN de
61 nucleétidos, precursora de una de 21, dirigia la expresion de Lin-
14 [65,66].

Al mismo tiempo, Wightman et al. cuyo trabajo también se
centraba en el estudio de la regulacién de la expresién de Lin-14,
describieron que la secuencia de 21 nucledtidos, previamente
descrita por Lee [65], presentaba una alta complementariedad
antisentido con regiones del extremo 3'UTR del ARN mensajero
(ARNm) de Lin-14. Ademas, reportaron que la unién entre el ARNm
de Lin-14 y la secuencia de 21 nucleétidos reducia la transcripcion de
Lin-14, mientras que los niveles de ARNm se mantenian constantes
[66,67].

Ambos estudios, impulsaron el desarrollo del primer modelo
de regulacion post-traduccional mediado por la interaccion ARN-
ARN, en el cual la interaccion directa de una secuencia de ARN de

pequefio tamafio bloqueaba la traduccién de un ARNm [66].
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Hasta el afio 2000 se pensaba que este tipo de regulacién
post-traduccional, era un evento exclusivo de C. elegans y en
concreto del gen Lin-14. Ese afo, dos grupos independientes
mostraron la existencia de una nueva secuencia de ARN de pequefio
tamafio (21 nucledtidos) con capacidad reguladora post-
transcripcional, en C. elegans, a la que llamaron let-7 [68,69]. Este
descubrimiento, abrié la posibilidad de la existencia de secuencias de
ARN de pequefio tamafio con capacidad reguladora con caracter
mas general. Sin embargo, este nuevo mecanismo parecia exclusivo

de C. elegans.

En 2001, tuvo lugar la culminacién del Proyecto Genoma
Humano, un evento de elevada importancia en el campo de la
genbmica, que supuso una gran revolucibn de la tecnologia
computacional [70]. El proyecto, requiri6 del desarrollo de nuevas
herramientas de anadlisis de secuencias, que permitian la
comparacion de genomas enteros entre si, naciendo de esta manera
la Genbmica comparativa. Esta nueva rama de la gendmica se
centraba en estudiar las similitudes entre genomas de diferentes
organismos, con la finalidad de encontrar elementos comunes,

permitiendo la prediccion 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 pequefio
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tamafio que se habian 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), asi como en el genoma
humano [71]. Observacion que constituyd uno de los primeros
indicios de la presencia de secuencias reguladoras de ARN de

pequefio tamafio en otros organismos distintos a C. elegans.

El periodo siguiente, supuso una gran revolucion en este
campo, ya que fueron numerosos los laboratorios que comenzaron a
confirmar la existencia de nuevos ARNs no codificantes de pequefio
tamafio en humanos, ademas de en otros organismos [72]. Esto llevd
a que, en 2002, se desarrollara la primera base de datos que
recogeria las secuencias de los diferentes ARNs de pequefio tamafio
que se estaban describiendo (miRBase). Donde ademas de su
anotacion genémica y otras caracteristicas, se registrarian los genes

potencialmente regulados por dichas microsecuencias [73].

En 2003, el elevado numero de secuencias de ARN de
pequefio tamafio noéveles descritas, y las escasas diferencias que
algunas presentaban, origind problemas de identificacion. A fines de
evitar confusiones, se establecié el primer sistema de nomenclatura

reglada de identificacion de secuencias de ARN de pequefio tamafio.
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Se propuso el uso de la terminologia utilizada por Lagos-
Quintana et al. en 2001, que por primera vez, recogia el término
microARNs para referir estos pequefios fragmentos de ARN, asi
como el acrénimo “miR”, acompafado de un identificador numérico,
para hacer referencia tanto la propia secuencia del microARN, como
al gen o secuencia del que proviene; con la excepcion del microARN
let-7 que mantuvo su nomenclatura. Por otro lado, el elevado numero
de homdélogos presentes en diferentes regiones del genoma de una
misma especie, hizo necesario la incorporacion una letra mindscula

que seguiria a la cifra numérica, permitiendo su clasificacion [72].

En afios sucesivos, se fueron revisando las normas de
nomenclatura para ir incorporando criterios distintivos adicionales. En
2015 se publicé la dltima revision de la nomenclatura, que recogio,
por un lado, la adicién de las siglas del nombre cientifico de la
especie a la que pertenece el microARN, por ejemplo, para referirse
a los microARNs de humanos se comenz6 a utilizar el prefijo hsa- de
Homo sapiens. Por otro lado, para diferenciar entre los paralogos que
se estaban identificando se afiadié un guién acompafiado 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 microARNSs: (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 nucledtidos, (2) Al menos han de existir 16 nucleétidos
complementarios entre las secuencias de ambos brazos, y (3) El
bucle de unién entre ambos brazos ha de estar formado por al menos
8 nucledtidos [74].

En el 2018 se realizé la Ultima actualizacién miRBase a su

version 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. Rutacanodnicade biogénesis de microARNs

Generalmente, los genes que codifican microARNs estan
localizados en regiones intergénicas, presentando promotores
propios que les confieren expresion autbnoma. Estos genes pueden
contener la secuencia de un solo microARN (monocistrénico), o
contar con la secuencia de varios microARNs distintos
(policistrénico), que posteriormente seran procesados
individualmente (Figura 2A) [66,75,76].
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Figura 2: Biogénesis y mecanismos de accion de los microARNs en animales.
A) Biogénesis candnica de microARNs para un solo microARN (Monocistrénico) o
para mas de un microARN (Policistronico); B) Procesamiento del pri-microARN
mediado por el complejo proteico Microprocesador; C) Biogénesis no canénica de
microARNSs, biogénesis independiente de Microprocesador; D) Horquilla formada por
el pre-microARN E) Exportacién del pre-microARN al citoplasma por accion de la
Exportina 5 (XPO5); F) Procesamiento del pre-microARN mediado por Dicer; G)
Seleccion de la cadena guia y activacion del complejo RISC; H) Degradacion de la
cadena pasajera; I) Reinserciéon de la cadena pasajera en la via de silenciamiento; J)
Complementariedad total entre el microARN y el ARNm, y su posterior degradacion;
K) Complementariedad parcial entre el microARN y el ARNm, inhibiendo Ila
traduccion, L) Transporte del complejo RISC-ARNm a los P-bodies, M) Actuacién de
enzimas descaperuzantes y deadenilasas sobre el ARNm, que induciran su posterior
degradacion.
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Los genes que codifican microARNs son trascritos por accién
de la ARN Polimerasa Il (ARN-Pol Il), dando lugar a una secuencia
de varios cientos de nucleotidos denominada pri-microARN [66,75].
En el proceso de transcripcion, el pri-microARN sufre las mismas
modificaciones que los pre-ARNm de genes codificantes, es decir,
sufre un proceso de poliadenilacién en el extremo 3’ y se le afade
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 est4d formado por Drosha, una
ribonucleasa tipo Ill y DGCR8 (Sindrome de DiGeorge de la Regién
Critica del gen 8), una proteina con dominios de unién al ARN de
doble cadena, asi como a proteinas relacionadas con el

espliceosoma [66,75].

El procesado de los pri-microARNs se inicia cuando la
proteina DGCR8 se une al bucle apical de las regiones en forma de
horquilla del pri-microARN. Esta unién 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, liberdndola 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 accién 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 union esta mediada
por TRBP (Transactivation response element RNA-binding protein)
una proteina de unién al ARN de doble cadena. A continuacion, la
proteina Dicer, otra ribonucleasa de tipo Ill, produce un corte en el
bucle apical del pre-microARN, liberando el duplex de ARN de un
tamafio de 20 a 25 pares de bases (Figura 2F) [75,78].

Este duplex de ARN, esta formado por la secuencia madura
del microARN, llamada cadena guia, 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, sera la que actué como cadena
guia (Figura 2G) [66,77].

Las proteinas de la familia Argonauta (AGO) son las
encardadas de la seleccion de la cadena guia y la incorporacion al
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RNA Induced

Silencing Complex, RISC). En el momento que la cadena guia 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 vendran
determinados por su complementariedad con la cadena guia: si la
complementariedad del duplex de ARN es alta, se inducird la
degradacion de la cadena pasajera (Figura 2H) [66,76], mientras que
si la complementariedad entre ambas secuencias es baja, las
proteinas AGOl y AGO2, detectaran las bases nucleicas
desapareadas y promoveran la reinsercion de la cadena pasajera en
la via de silenciamiento, utilizandola como una segunda cadena guia
(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 accién de alguno de los complejos proteicos de la ruta
candnica. 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
intrénicas de genes codificantes, y cuya accién esta 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
aguellos cuya secuencia codificante se localiza en regiones
intronicas de genes codificantes, denominados “mirtrons”. La
biogénesis de este tipo de microARNs estd vinculada a la
maduracion del pre-ARNm que los contiene, mediante los eventos de
corte y empalme que eliminan las secuencias que no formaran 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 via candnica, 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
accion de la XPO-5, y a partir de este momento, los siguientes pasos
de esta ruta son similares a los descritos para la ruta candnica
[66,75].

Para que se pueda considerar que un microARN es un
mirtron, debe cumplir una serie de caracteristicas: (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 generacién de pre-microARN
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ha de producirse por procesos de corte y empalme necesarios para
la maduracion 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 5UTR de pre-ARNm. Una vez eliminadas
estas secuencias del pre-ARNm, se estructuran en formando la
horquilla caracteristica de los pre-microARN, y por accion de la
Exportina 1 (XPO1) son traslocadas al citoplasma, y una vez alli
entran en la via canonica de biogénesis [76,78].

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

de accibn de los microARNs. Este complejo estd formado
principalmente por la cadena guia y la proteina AGO. La
especificidad del complejo RISC viene determinada por la
complementariedad de la cadena guia y el ARNm, ademas, el grado
de complementariedad entre ambas secuencias determinara 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 estén 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
ARNmMm, sugiriendo que la regulaciéon ocurre a lo largo de toda la
secuencia del ARNm [76].

Como se ha comentado, el destino del ARNm vendra
determinada por grado de complementariedad entre el microARN y la
region MRE [76]. Cuando la complementariedad es completa, se
produce la degradacién el ARNm. En este caso la proteina AGO2, la
Unica proteina de la familia AGO con actividad endonucleasa, se
activa e induce la degradacion del ARNm (Figura 2J) [76,78]. En
animales, la complementariedad entre el microARN vy la region MRE
no suele ser completa, con frecuencia existen desapareamientos en
la region central del microARN. En este caso no se induce la
degradacion ARNm, sino que el complejo RISC inhibe la expresion
del ARNm (Figura 2K) [76].

En este escenario el ARNm es transportado a una regién
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 seran las

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

Algunos autores sugieren que este tipo de silenciamiento
puede actuar como un reservorio de ARNm, ya que la degradacion
no es inmediata y a la union del complejo RISC es reversible, lo que
favoreceria la disponibilidad por parte de la célula de un gran nimero
de trascritos funcionales en un corto periodo 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 patron de expresion concreto, y las alteraciones de este
patrén de expresion pueden ser utilizadas para identificar, incluso

prematuramente, el estado de enfermedad del individuo.

Uno de los primeros registros que se tiene de la utilizaciéon de
microARNs como biomarcadores data del 2008 cuando el grupo de
Lawrie et al. desarroll6 una test diagnéstico del Linfoma difuso de
células B grandes basado en la expresion diferencial de ciertos
microARNs [81]. Este tipo de trabajos impulsaron la busqueda de
patrones de expresion de microARNs en otras enfermedades, con la
finalidad de desarrollar test diagndsticos, prondsticos e incluso

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

Durante ya algun tiempo la comunidad cientifica ha intentado
identificar patrones de microARNs asociados al SFC/EM, con la
finalidad de utilizar estas moléculas para el desarrollo de test
diagnosticos. Sin embargo, hasta la fecha no se ha conseguido
identificar con certeza ningun patron de microARNs que pueda ser
utilizado para este fin.

Actualmente, existen seis trabajos que han intentado
identificar tal tipo de patrén, pero las grandes discrepancias entre
estos estudios, tanto en el planteamiento del propio estudio, como en
la caracterizacion de los pacientes utilizados o el tipo de muestra
analizada, dificulta la puesta en comun los resultados obtenidos [82—
87]. Ademas, ninguno de los estudios evalua la correlacion de estos
patrones en la fraccion celular en sangre frente a la del fluido. Datos
que podrian ayudar a entender al menos parte de las discrepancias
halladas en estos trabajos. Tampoco abordan una interpretacion
detallada del posible significado biolégico del patrén de microARNs
identificado. Dada la redundancia reguladora de los microARNs y su
posibilidad de afectar la expresién de varios ARNms resulta posible
que distintos patrones de microARNs conduzcan a efectos celulares

similares [44].
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Por esta razon 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. Ademas, una vez establecidos dichos perfiles
de ambas fracciones, se analiz6 tanto la capacidad diagnostica de
cada microARN diferencialmente expresado, con la finalidad de
utilizarlos como biomarcadores individuales de esta enfermedad,
como la identificacién los procesos biolégicos 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 clinica de esta enfermedad, se utilizaron muestras de
pacientes femeninos de afectacion severa, con diagnostico unificado.
Asimismo, para minimizar las diferencias en la obtencion y
procesamiento de las muestras, todas ellas procedieron del biobanco
monografico UK ME Biobank, entidad mundial de referencia para
esta enfermedad [88,89].
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o Objetivos

El objetivo principal de esta parte del estudio se centra en
identificar la expresion diferencial de microARNs en CMSPs y en VEs
de pacientes del SFC/EM con fines diagndsticos y la interpretacion
funcional de dicho perfil.

Objetivos especificos:
1. Caracterizacion de la cohorte en estudio.

2. ldentificar y validar la expresion 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 patrén de los microARNs diferencialmente

expresados: primer modelaje de la patofisiologia del SFC/EM.
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1 Analisis demografico de la poblacion de
estudio

1.1. Diagnostico SFC/EM

La cohorte estudiada incluyé 30 participantes femeninos, 15
pacientes severos de SFC/EM y 15 controles sanos, emparejados
por sexo y edad, procedentes del biobanco monografico UK ME
Biobank [88,89]. Todos los pacientes incluidos en este estudio
cumplieron los criterios del Centro de Control de Enfermedades
(CDC-1994) [4]; asi como los criterios del Consenso Canadiense
[52], para el diagndstico del SFC/EM.

La edad media de los pacientes fue de 46,8 afios (rango 38-
53 afios), mientras que en el grupo control fue de 45,2 afios (rango
18-52 afios). El tiempo medio de duracion de la enfermedad fue de
17,5 afios (pacientes en estado cronico), con un rango de 1,5 a 30,9

anos.

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 maximo el
correspondiente a un estado Optimo de salud, mostraron que, el
grupo de pacientes de SFC/EM presentaba una mayor afectacion del

componente fisico sobre el componente de salud mental. En
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concreto en el parametro de componente fisico se pudo destacar una
mayor afectacion sobre las limitaciones fisicas, dolor corporal, salud
general y la vitalidad, mientras que el componente de salud mental,
aun presentando diferencias significativas en todos los pardmetros
analizados, se observo una elevada variabilidad para el grupo de
pacientes de SFC/EM, tal como reflejan los pardmetros de rol
emocional o la salud mental, con valores para algunas pacientes

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

En cuanto a los resultados del cuestionario GHQ-28, la
valoracion general del estado de salud mostré diferencias
significativas entre ambos grupos. La mayor diferencia se encontré
en el parametro fisico de sintomas somaticos, mientras que para los
parametros psicolégicos como la ansiedad e insomnio o la depresion
severa, el grupo de SFC/EM mostré 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 desviacion estandar (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, segun se indica.
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GHQ-28 sumatorio
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Figura 4: Resultados del cuestionario GHQ-28. Las barras horizontales hacen referencia a la
media, y los bigotes indican la desviacion estandar (N=15/grupo) *** pvalor<0,001. Los valores de
ordenadas corresponden a las puntuaciones de los subapartados del instrumento GHQ-28, segun
se indica.
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Ademéas de los cuestionarios generales previamente
mencionados, también se utilizaron cuestionarios centrados en el
fenotipado de aspectos clave de la sintomatologia asociada al
SFC/EM, como son la Escala de Severidad de la Fatiga, la Escala
Visual Analogica (EVA) para el Dolor o el test de Somnolencia de
Epworth, con la intencion de contar con un fenotipado detallado de

los participantes.

La Escala de Severidad de la Fatiga [55] se utilizd para
estimar el grado de fatiga de los participantes. Los andlisis
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos, con valores
méaximos en el grupo de pacientes de SFC/EM, confirmando que este
grupo se caracteriza por presentar un grado de fatiga severa (Tablal
y Figura 5A).

La caracterizacién del dolor percibido por los participantes se
evalué utilizando el cuestionario de la Escala Visual Analdgica (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 dltimo, la identificacion de posibles trastornos del suefio,
se llevé 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 presentd
una mayor variabilidad que el grupo control, indicando que algunos
de los pacientes si presentan trastornos del suefio (Tabla 1 y Figura
5C).

A) Severidad de la fatiga B) Evaluacién del dolor
ok o
| | | |
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L]
s [ TIIT] 8 .:.-
& )
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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
Evaluacion del Dolor, C) Resultados del test de Somnolencia de Epworth. La barra
horizontal hace referencia a la media, y los bigotes indican la desviacion estandar
(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. Parametros analiticos

El andlisis de la sangre de los participantes se llevé a cabo en
dos hospitales, el Royal Free Hospital y el Norfolk & Norwich
University Hospital (NNUH), donde se realiz6 una analitica de sangre

incluyendo hematograma completo y analisis bioquimico.

La comparacién de los resultados de las analiticas 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 observé un aumento de los niveles
plasméaticos de la fosfatasa alcalina y de la hormona T4, y una

reduccién en el numero de eosindfilos (Tabla 2).

Creatina-fosfoquinasa
2001 £

e |
150- .
-
L] |
o ] 0,®
51 e
- * .
»
50- .o e
oL L=l
0 r T
Controles SFC/EM

Figura 6: Niveles de creatina fosfoquinasa en la cohorte de estudio. La barra
horizontal hace referencia a la media, y los bigotes indican la desviacion estandar
(N=15/grupo) **pvalor<0,01.
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Tabla 2: Variables analiticas evaluadas en las muestras de sangre de la
cohorte de estudio. Para cada uno de los parametros se muestra la media, la
desviacion y el pvalor (N=15/grupo).

Controles SFC/EM

Valor analitico (Unidades) Media DE Media DE Rango p valor
Creatina-fosfosquinasa (U/L) 88,67 30,7 59,93 25,02 167 - 190 0,006
Fosfatasa alcalina (U/L) 55,4 13,03 69,33 23,22 0-33 0,055
Eosinofilos (1019/L) 0,28 0,21 0,17 0,16 0.10-0.46 0,074
Hormona T4 libre (pmol/L) 13,75 2,48 15,15 224 12.0-22.0 0,085
Plaguetas (1079/L) 254,73 56,94 239,67 81,23 150 - 400 0,106
Fosfato inorganico (mmol/L) 1,2 0,34 1,05 0,12 0-20 0,115
s‘;rc‘!f:r(‘gff)'°” de hemoglobina corpuscular 32273 14,41 3292 1002 310-360 0128
Potasio (mmol/L) 419 0,48 4,03 047 35-51 0,175
Factor reumatoldgico 19,73 1,03 24 47 17,3 <22 0,179
Monocitos (10"9/L) 0,4 0,12 0,47 0,17 01-08 0,197
Tasa de filtracion glomerular (eGFR) 89,93 6,67 86,33 6,34 >60 0,233
Vitamina B12(pg/mL) 398,67 125,36 544,67 356,46 160 - 680 0,250
Hemoglobina corpuscular media (pg) 29,04 1,62 29,65 1,31 27.0-33.0 0,264
Calcio (mmol/L) 2,31 0,07 243 0,11 220-2.60 0,301
Albumina (g/L) 43,4 4,19 46,01 2,84 20-35 0,326
Hemoglobina (g/L) 127,47 7,03 130,27 8,4 130 - 180 0,330
Basofilos (1049/L) 0,033 0,017 0,04 0,02 0.00-0.20 0,331
Calcio ajustado (mmol/L) 2,33 0,08 2,35 0,09 0.93-1.45 0,384
Urea (mmol/L) 4,37 0,8 4,02 1,32 25-71 0,413
Creatinina umol/L. 64,33 9,43 62,27 9,79 49 - 92 0,561
Bilirubina (umol/L) 9,33 4,78 8,33 4,51 35-50 0,601
Neutrofilos (10"9/L) 3,53 1,09 3,77 1,48 18-77 0,625
Linfocitos (1079/L) 1,82 0,32 1,74 0,58 14-35 0,678
Recuento de globulos blancos (1029/L) 6,06 1,23 6,21 1,88 40-11.0 0,812
Sodio (mmol/L) 140 2,24 140 2,14 133-145 0,818
Volumen corpuscular medio (fl) 89,95 4.45 90,07 262 80.0-98.0 0,929
Hormona T3 libre (pmol/L) 4,19 0,53 4,17 0,49 39-65 0,944
Haematocrito 04 002 0,39 002 H° ot
Recuento de globulos rojos (1072/L) 4.4 0,28 4.4 0,29 4.40-540 0,975
C Reactive protein (CRP) (mg/L) 1,07 1,7 0,8 1,08 <9 1,000

DE: Desviacion estandar, cHbCM concentracion de hemoglobina corpuscular media ]_43
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2 Patron de microARNs asociado a
SFC/EM

2.1. Cuantificacion y control de calidad de ARN total

La extraccion de ARN a partir de CMSPs y VEs se realizo
siguiendo la metodologia descrita en el apartado de Materiales y
Métodos n°3.1. El rendimiento de la extraccion oscil6 entre 810 a
2800 ng en las muestras de CMSPs y de 102 a 514ng en las
muestras de VEs (Tabla 3).

Tras la extraccion del ARN total se determiné el nimero de
integridad del ARN (RIN), acorde a la metodologia del apartado de
Materiales y Métodos n°3.2., 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 limites de calidad,
establecido en 7 para esta técnica, por lo que se eliminaron de los
analisis sucesivos. Ambas muestras correspondian al grupo de
controles sanos, por lo que el nimero total de muestras que se
utilizaron para los andlisis siguientes fueron 15 muestras de

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

Grupo Muestra Concentracionng/pl  RIN Muestra Concentracion ng/pl - RIN
Control PBMC1 70,2 8,5 EXO1 9,44 NA
SFC/EM PBMCZ 97 1 7.9 EXO?2 917 MNA
SEC/EM PBMC3 59,8 83 EXO3 13,2 NA
SFC/EM PBMC4 60 8,2 EXO4 9,01 NA
SFC/EM PBMCS a57.4 8.4 EXO5 8,46 MNA
SEC/EM PBMC6E 56 7.4 EXO6 5,63 NA
SFC/EM PBMCT 113 8.3 EXO7 5,46 NA
SFCIEM PBMC8 156 8,2 EXO8 5,35 NA
Control PBMC9 67,8 7.8 EXO9 12 NA
Control PBMC10 76,3 8,6 EXQ10 14,1 NA
Control PBMC11 64,5 8.4 EXO11 10,5 NA
Control PBMC12 87,3 8.4 EXO12 10,9 NA
Control PBMC13 54.9 7.8 EXO13 9,47 NA
Gontrol PBMC14 84,0 7.7 EXO14 5,92 NA
Control PBMC15 91,3 7,9 EXO15 5,43 NA
SFC/EM PBMC18 108 8.1 EXO16 7,02 NA
Control PBMC17 54,5 76 EXO17 15,1 NA
SFC/EM PBMC18 82,9 7,9 EXO18 17,6 NA
SFCIEM PBMC19 90,1 8.6 EXO19 19,3 NA
SFC/EM PBMC20 103 8.5 EX020 15 NA
Control PBMC21" 143 46 EX0O21 13,2 MA
Control FBMC22 79.4 8 EXO22 17 MA
Control PBMC23 54.5 73 EX023 7,44 NA
Control PBMC24 80,3 8,7 EXO24 5,09 NA
Control PBMC25* 10.1 4.3 EXQ25 5,19 NA
Control PBMC28 185 8.3 EX026 14,5 NA
SFC/EM PBMC27 91 8,3 EXQ27 257 NA
SFC/EM  PBMC28 67.8 8.4 EX028 212 NA
SEC/EM PBMC29 81,6 8,6 EX029 19,3 NA
SFC/EM PBMC30 757 8.3 EXO30 17,4 NA

RIN: Numero de integridad del ARN, * Muestras que no superan los limites de calidad del ARN.
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Figura 7: llustraciones RIN. A y B), Electroferogramas representativos de ARN extraido
de CMSPs con RIN>7 C y D) Electroferogramas de la muestra PBMC21.y PBMC25

eliminadas por mostrar RIN<7. 28S: Sefial correspondiente al ARN ribos6mico 28S. 18S:
Sefial correspondiente al ARN ribosémico 18S.

2.2. Cuantificacion de ARN de pequefio tamafio

La presencia de ARN de pequefio tamafio se analizd
siguiendo la metodologia detallada en el apartado de Materiales y

Métodos n° 3.3., en todas las muestras de ARN de VEs, y solamente
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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 caracteristicos
en la region comprendida entre los 20 a 60 nucledtidos, sugiriendo la
presencia de ARN de pequefio tamafio en todas las muestras
analizadas (Figura 8). La proporcion de ARN de pequefio tamafio
correspondiente a microARNSs 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 numero de muestras utilizadas para analizar
los niveles de expresién 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).

B)

Figura 8: |llustraciones de ARN de pequefio tamafio expresado en
nucleétidos/FU. A) Electroferograma representativo de ARN de pequefio tamafio de

CMSPs. B) Electroferograma representativo de ARN de pequefio tamafio de VEs.
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2.3. Normalizacién de los datos de microARNSs.
Diferencia en la expresiéon de microARNs entre
CMSPs y VEs

La normalizacion de las lecturas de microARNs obtenidas del
nCounter Human miRNA Panel v3, se realizd siguiendo la
metodologia descrita en el apartado de Materiales y Métodos n°4.1.
Los CMSPs mostraron solamente 136 microARNs superando los
limites de deteccidn establecidos, mientras que en el caso de las VEs

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

Tras aplicar el filtro de lecturas minimas dirigido a eliminar
registros defectuosos, tres de las muestras de CMSPs fueron
descartadas. Correspondieron a dos pacientes y un control, dejando
un namero total de 25 muestras para el analisis de expresion
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 nimero
total de muestras, eliminando tres. Dos procedentes del grupo de
pacientes y una del grupo control, dejando un nimero total de 27
muestras en el andlisis de expresion diferencial: 13 de pacientes

severos y 14 controles sanos.

Por ultimo, 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 podian corresponder a microARNs con
alta variabilidad no relacionada con el estado de salud del
participante. Esto redujo el numero de microARNs analizados en la
fraccion de CMSPs de 136 a 91, y en la fraccion de VEs de 639 a
150.

En este momento, se compararon los microARNs que
superaron los criterios de selecciébn 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 fraccion de CMSPs y 101 de la fracciéon de
VEs (Figura 9).

CMSP (91) VEs (150)
0 0

No en VEs (648) No en CMSP (707)

49
101

Figura 9: Diagrama de Venn de microARNs expresados en cada fraccién tras
normalizacion de los datos de Nanostring. Entre paréntesis se indica el nimero
de microARNSs pertenecientes a cada grupo. En la interseccion entre cada grupo, se
indica el numero de microARNs presentes en ambos grupos.
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2.4. Patron de expresion de microARNs en CMSPs

2.4.1. Expresion diferencial de microARNs en CMSPs

El andlisis de expresion diferencial de microARNs en CMSPs
se llevé acabo siguiendo la metodologia provista en el apartado de

Materiales y Métodos n°10.

Tras comparar los niveles de expresion de los microARNs en
la fraccion de CMSPs, se pudo identificar un total de 17
diferencialmente expresados en SFC/EM, nueve con mayor nivel de
expresion y ocho con niveles reducidos con respecto al grupo control.
(Figura 10).

Los microARNs que mostraron niveles més altos de expresion
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 segun la significancia de su expresion diferencial. Los
niveles de sobreexpresion hallados oscilaron entre un 12% a un 65%
(Tabla 4 y Figura 11).
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Los microARNs que mostraron menores niveles de expresion
en el grupo de pacientes fueron: hsa-miR-644a, hsa-miR-451a, hsa-
mMiR-4454 & hsa-miR-7975, hsa-miR-549a, hsa-miR-361-3p, hsa-
miR-1253 y hsa-miR-590-5p, ordenados segun la significancia de su
expresion 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 nimero de muestras utilizadas en el andlisis tras
aplicar los criterios de Chauvenet.

microARNs Controles (N) SFC/EM (N)  Proporcién del cambio pvalor
hsa-miR-374a-5p 435,6 (11) 648,7 (11) 1,49 0,002
hsa-miR-4516 78,21 (10) 129,3 (13) 1,65 0,003
hsa-miR-644a 209 (12) 135 (12) -1,55 0,012
hsa-miR-340-5p 151,9 (11) 189,8 (12) 1,25 0,013
hsa-miR-451a 1067 (11) 4714 (12) 2,26 0,019
hsa-miR-140-5p 202,45 (12) 263,78 (13) 1,3 0,020
hsa-miR-4454 & hsa-miR-7975 8644 (10) 7082 (12) -1,22 0,021
hsa-miR-18a-5p 69 (11) 82,52 (12) 1.2 0,021
hsa-miR-146a-5p 555,8 (12) 706,7 (12) 1,27 0,024
hsa-miR-549a 201,59 (12) 122,06 (13) -1,65 0,030
hsa-miR-106a-5p & hsa-miR-17-5p 461,1 (12) 516,5 (12) 1,12 0,033
hsa-miR-106b-5p 184,9 (11) 2206 (12) 1,19 0,037
hsa-miR-361-3p 190,29 (12) 148,57 (13) -1,28 0,040
hsa-miR-1253 173,2 (12) 113,2 (12) -1,53 0,045
hsa-miR-590-5p 151,2 (12) 133,8 (12) -1,13 0,052
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Figura 10: Analisis de la expresion 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 sobreexpresion significativa
(pvalor< 0,05) entre el grupo de pacientes y el grupo control. Los puntos rojos hacen
referencia a los microARNs que muestran una represion significativa (pvalor< 0,05)
entre pacientes y el grupo control. Los puntos negros representan los microARNSs sin
diferencias significativas entre grupos. B) Heatmap de los microARNs
diferencialmente expresados en CMSPs, los cuadros de color verde indican sobre

expresion y los cuadros rojos indican represion, acorde a paleta de colores (recuadro
en Anatilo stnerior izatierdo).
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Figura 11: microARNs significativamente

hsa-miR-106a-5p & hsa-miR-17-5p
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sobrexpresados en

CMSPs. La barra

horizontal muestra la mediana y los bigotes indican los rangos intercuartilicos. Entre
paréntesis se indican el nUmero de muestras utilizadas en el analisis tras aplicar los
criterios de Chauvenet. **pvalor<0,01; *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas.
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Figura 12: microARNs significativamente reprimidos en CMSPs. La barra horizontal
muestra la mediana y los bigotes indican los rangos intercuartilicos. Entre paréntesis se
indican el numero de muestras utilizadas en el analisis tras aplicar los criterios de
Chauvenet.**pvalor<0,01; *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas..

2.4.2. Validacion de los datos del Nanostring

La tecnologia NanoString no requiere de validacién por
métodos alternativos dado que, a diferencia de otros métodos como
los microarrays, esta tecnologia no requiere amplificacién previa
hibridacion de la sonda [90]. Sin embargo, quisimos comprobar si las
diferencias en la expresion de microARNs detectadas con este
ensayo, podrian ser analizadas por técnicas alternativas mas
econdmicas como la RT-gPCR. Para ello se seleccionaron

aleatoriamente dos microARNSs significativamente desregulados: uno
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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 metodologia propuesta en el apartado de
Materiales y Métodosn©3.5.

Como muestra la Figura 13 la técnica alternativa de RT-gPCR
pudo confirmar tanto la sobreexpresion del microARN hsa-miR-106b
como la represion del microARN hsa-miR-549a en el grupo de

enfermos.
hsa-miR-106b hsa-miR-549a
2.5+ 1.5q *
* —————_—_—1

Controles SFCIEM ) Controles SFC/EM

Figura 13: Validacion por RT-qPCR de microARNs diferencialmente
expresados en CMSPs. Ejemplo de microARN sobreexpresado (lzquierda) y de
microARN reprimido (Derecha). Se muestran las medias y la desviacion estandar
(N=10/grupo) *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas.

155



Capitulo I: Resultados

2.4.3. Uso de los microARNSs diferencialmente expresados
en CMSPs como biomarcadores de SFC/EM
Tras identificar los microARNs que presentaban alteraciones
en sus niveles en SFC/EM, se analizé el potencial discriminante de
estos microARNSs, con la finalidad de evidenciar los candidatos que
presentasen una capacidad discriminante satisfactoria, y que por

tanto pudieran resultar Utiles en el diagnéstico de SFC/EM.

Para ello se llevd a cabo el analisis de la curva de
Caracterizacion Operativa del Receptor, también conocido como
andlisis de la curva ROC (Receiver Operating Characteristic), como

se detalla en el apartado de Materiales y Métodos n°10.

Los resultados de este andlisis 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-
mMiR-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 dltimo, se analizd la especificidad y la sensibilidad de
cada uno de los microARNs diferencialmente expresados con
capacidad discriminante aceptable. Para este fin se tomd 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 indicaria 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 Andlisis de curvas ROC de los microARNs con expresion diferencial en
CMSPs

microARNs AUC 95% IC P.C. %Esp. %Sen.
hsa-miR-374a-5p 0,876 0,714-1 647 91% 55%
hsa-miR-4516 0,865 0,716-1 129 100% 54%
hsa-miR-340-5p 0,811 0,618-1 189 73% 50%
hsa-miR-644a 0,799 0,588-1 135 83% 50%
hsa-miR-4454 & hsa-miR-7975 0,792 0,573-1 7082 90% 50%
hsa-miR-451a 0,788 0,592-0,984 471 91% 50%
hsa-miR-140-5p 0,782 0,597-0,967 263 92% 54%
hsa-miR-18a-5p 0,773 0,587-0,959 83 91% 50%
hsa-miR-146a-5p 0,771 0,566-0,976 706 92% 50%
hsa-miR-549a 0,763 0,535-0,991 122 75% 54%
hsa-miR-590-5p 0,761 0,513-0,959 133 75% 50%
hsa-miR-106b-5p 0,758 0,533-0,982 220 91% 50%
hsa-miR-106a-5p & hsa-miR-17-5p 0,757 0,559-0,955 516 83% 50%
hsa-miR-1253 0,743 0,524-0,962 113 75% 50%
hsa-miR-361-3p 0,738 0,537-0,937 148 83% 46%

AUC= Area 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
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158



Capitulo I: Resultados

2.5. Patron de microARNs presentes en VEs

2.5.1. Expresion diferencial de microARNs en VEs

Tras comparar los niveles de expresion de los microARNs en
VEs se pudo identificar 10 microARNs con diferencias significativas
entre ambos grupos. Ocho de ellos aparecian con mayor nivel de

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

Los microARNs con niveles més 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 nimero de muestras utilizadas en el analisis tras aplicar los
criterios de Chauvenet.

microARN Controles (N) SFC/EM (N) Eéfgg[ﬁ';g pvalor
hsa-miR-4454&miR-7975 191,7 (12)  465,8 (12) 2,43 0,004
hsa-miR-150-5p 17,00 (13) 19,86 (12) 1,17 0,005
hsa-miR-15a-5p 17,00 (13) 30,94 (12) 1,82 0,021
hsa-miR-183-5p 26,94 (13) 18,98 (11) 4,42 0,025
hsa-miR-33a-5p 302,0 (14) 2582 (12) 4,17 0,033
hsa-let-7d-5p 2914 (12) 50,72 (12) 1,74 0,033
hsa-miR-423-5p 2565 (13) 55,02 (12) 2,15 0,035
hsa-miR-374a-5p 24,04 (13) 34,85 (12) 1,45 0,036

hsa-miR-130a-3p 17,06 (12) 32,29 (12) 1,89 0,041
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Figura 15: Andlisis de la expresion 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 angulo superior izquierdo).
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Figura 16: microARNs significativamente sobreexpresados en VEs. La barra
horizontal muestra la mediana y los bigotes indican los rangos intercuartilicos. Entre
paréntesis se indican el numero de muestras utilizadas en el analisis tras aplicar los
criterios de Chauvenet.**pvalor<0,01; *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas..
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Figura 17: microARNs significativamente reprimidos en VEs. La barra horizontal
muestra la mediana y los bigotes indican los rangos intercuartilicos. Entre paréntesis
se indican el nimero de muestras utilizadas en el analisis tras aplicar los criterios de
Chauvenet, *pvalor<0,05, NC= Cuentas normalizadas..

2.5.2. Uso de los microARNSs diferencialmente expresados
en VEs como biomarcadores del SFC/EM
Como en el caso de los microARNs diferencialmente
expresados en CMSPs, se analizé la capacidad discriminante de los
microARNs que presentaron diferencias significativas en esta
fraccion, siguiendo la metodologia provista en el apartado de
Materiales y Métodos n°10.

Este analisis mostr6 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-
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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 analiz6 la especificidad y la sensibilidad
de los microARNs sobre o infrarrepresentados en esta fraccion,
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
discriminacién entre personas sanas Yy 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: Andlisis de curvas ROC de los microARNs con expresion
diferencial en VEs.

microARNs AUC 95% IC P.C %Esp. %Sen.
hsa-miR-4454 & hsa-miR-7975 0,847 0,692-1 465.00 100% 50%
hsa-miR-150-5p 0,795 0,620-0,970 19,86 92% 50%
hsa-miR-15a-5p 0,770 0,572-0,960 30,94 92% 50%
hsa-miR-183-5p 0,773  0,584-0,962 18,98 77% 55%
hsa-let-7d-5p 0,757 0,555-0,959 50,72 83% 50%
hsa-miR-33a-5p 0,750 0,532-0,968 258,20 79% 50%
hsa-miR-423-5p 0,750 0,541-0,959 55,02 100% 50%
hsa-miR-374a-5p 0,747 0,537-0,957 34,85 92% 50%
hsa-miR-130a-3p 0,743  0,540-0,946 32,29 92% 50%

AUC= Area 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 linea discontinua hace

referencia a la no discriminacion. 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 bioldégico de los microARNs
sobrerrepresentados o infrarrepresentados en las muestras de
SFC/EM (ambas fracciones), se llevd a cabo un analisis de
enriguecimiento funcional. Con el objetivo de identificar las rutas
celulares que pudiesen estar afectadas segun los patrones de
microARNs obtenidos, siguiendo la metodologia propuesta en el

apartado de Materiales y Métodos n°11.

La interpretacion del efecto de los microARNs
diferencialmente expresados sobre las rutas celulares, se realizé
analizando por separado los microARNs sobreexpresados vy
reprimidos, para poder interpretar mas adecuadamente el efecto de

cada grupo.

2.6.1. Enriguecimiento funcional de los genes diana de
MiRNAs diferencialmente expresados en CMSPs
La identificacion de genes potencialmente regulados por los
microARNSs 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 permitié
identificar un total de 1988 rutas celulares, de las cuales 88

aparecieron significativamente sobrerrepresentadas (pvalor<0,05),
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aunque en ningun caso el FDR (False Discovery Rate) resultd
despreciable.

De una manera interesante, entre las rutas cuya
sobrerrepresentacion aparecié significativa se detectaron rutas
vinculadas a la accion de proteinas comunes, como es el caso de la
proteina MECP2 (R-HSA-9022692, R-HSA-9022707, R-HSA-
8986944 y R-HSA-9022699), y los Receptores de tirosina quinasa
neurotréficos (NTRKs) (R-HSA-9006934, R-HSA-187037 y R-HSA-
166520). También se identificaron entre estas 88 rutas los procesos

- =

1.3 2

Regulacion de la expresion y actividad de MECP2 (R-HSA-9022692)

Regulacion de canales y receptolres neuronales por MECP2 (R-HSA-9022707) 4
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Figura 19: Analisis de enriquecimiento funcion

al
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sobreexpresados en CMSPs. La longitud de las barras indican

microARNs
la magnitud

estadistica 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 identificacion de la ruta

molecular segln la codificacion de Reactome
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biol6gicos degeneracion de vesiculas y de trafico de membrana (R-
HSA-199992 y R-HSA-199991, respectivamente) y el Silenciamiento
post-transcripcional mediado por ARNs pequefios (R-HSA-426496)
(valores mayores de 1,3 en las siguientes graficas, indican
significancia estadistica) (Figura 19).

Por otro lado, la identificacion de los genes relacionados con
los microARNs infrarrepresentados mostré un total de 209 genes
potencialmente regulados. La distribucion de estos genes en las
rutas celulares en las que participan permitié identificar un total de
1024 rutas diferentes, entre las que solamente 136 aparecian
significativamente sobrerrepresentadas (pvalor<0,05). En este caso,
solamente la ruta de Regulacién de la expresion y actividad de
MECP2 present6 un FDR despreciable (Figura 20).

Este analisis, en consonancia con el anterior, permitié la
identificacion de un alto nimero de cascadas celulares relacionadas
con proteinas y procesos biolégicos comunes. En concreto se
identificaron un total de diez rutas relacionadas con la proteina
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 accién y biogénesis de ARN de pequefio tamafio (R-HSA-
424696 y R-HSA-426486, respectivamente) y con la sefializacion por
NTRKs (R-HSA-9028731).
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Curiosamente, comparando ambos andlisis de
enriquecimiento  funcional, se encontraron solapamientos o
coincidencias, tales como la proteina MECP2, la sefializacion
mediada por NTRKs y la accion y biogénesis de ARN de pequefio
tamafio. Ademas, como veremos a continuacién, en relacion con el
enriquecimiento funcional de los microARNs presentes en VEs,
ademas de estas rutas, también se han identificado la
sobrerrepresentacion de rutas relacionadas con el Trafico de

membrana o biogénesis de vesiculas.

Regulacion de la expresion y actividad de MECP2 (R-HSA-9022692)
Perdida de la fosforilacion de T308 en MECP2 (R-HSA-9022535) 4

Perdida de la capacidad de unién a 5hmC-ADN (R-HSA-9022534) -

Perdida de funcion de MECP2 en el Sindrome de Rett (R-HSA-9005891)
Perdida de la capacidad de unién a 5mC-ADN por MECP2 (R-HSA-9022538)
Regulacion transcripcional por MECP2 (R-HSA-8986944) 4

Reg. Transcr. relacionados con la sefializacion por GABA, por MECP2(R-HSA-902292)

Perdida de la capacidad de MECP2 para unirse a NCoR/SMRT (R-HSA-902253) 4
Regulacion de factores de transcripcion por MECP2 (R-HSA-9022707) 4
Regulacion de la transcripcion de ligandos neuronales por MECP2 (R-HSA-9022702)

Silenciamiento Post-Transcripcional por ARN pequeio (R-HSA-426496) -
Biogenesis de ARN pequefio de interferencia (R-HSA-426486) 4——

Activacion de la sefalizacion por NTRK2 a traves de FRS2 y FRS3 (R-HSA-9028731)

Figura 20: Analisis de enriquecimiento funcional de los microARNs reprimidos en
CMSPs. La longitud de las barras indican la magnitud estadistica 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 identificacion de la ruta molecular segun la codificacion de Reactome

168



Capitulo I: Resultados

2.6.2. Enriquecimiento funcional de los genes diana de
miRNAs diferencialmente representados en VEs
La identificacién 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 sucedié en el estudio de CMSPs su pudo identificar
rutas celulares relacionadas con la accion de proteinas o procesos
biolégicos comunes. En concreto destacd de nuevo la implicacién de
la proteina 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 trafico
vesicular (R-HSA-199991, R-HSA-6811442, R-HSA-199992, R-HSA-
432722 y R-HSA-5653656), y la sefalizacion mediada por NTRKs
(R-HSA-9006934, R-HSA-187037 y R-HSA-166520), junto con la
biogénesis de ARN pequefio de interferencia (R-HSA-426486)
(Figura 21).
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Regulacion transcripcional por MECP2 (R-HSA-8986944) 4

Regulacion de la expresion y actividad de MECP2 (R-HSA-9022692)
Regulacion de canales y receptores neuronales por MECP2 (R-HSA-9022699) 4

Perdida de fosforilacién de MECP2 en T308 (R-HSA-9022535) 14—

Regulacion de la transcripcion de ligandos neuronales por MECP2 (R-HSA-9022702)

Regulacién de factores de transcripcion (R-HSA-9022707) —
Perdida de funcion de MECP2 en el Sindrome de Rett (R-HSA-9005891) —

mm pvalor
= FDR

Trafico de membrana (R-HSA-199991) 4

Trafico entre el aparato de Golgi al Reticulo Endoplamatico (R-HSA-6811442) ———

Red de formacién de vesiculas en el Trans-Golgi (R-HSA-199992) -

Biogenesis de vesiculas asociadas al Aparato de Golgi (R-HSA-432722) ——

Transporte mediado por vesiculas (R-HSA-5653656)

Seiializacion mediada por Receptores Tirosina Quinasa (R-HSA-9006934) -

Sefializacion mediada por NTRK1 (R-HSA-187037) ——
Senalizacion mediada por NTRKs (R-HSA-166520) ——

Biogenesis de ARN pequenio de interferencia (R-HSA-426486) ——

Figura 21: Anédlisis de enriquecimiento funcional de los microARNs sobreepresados
en VEs. La longitud de las barras indican la magnitud estadistica 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 identificacion de la ruta molecular segun la codificacion de

Reactome

En el caso de los microARNSs 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

sobrerrepresentacion significativa (pvalor<0,05).
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0.5 10 13 15 2.0
1 1 1 )
Regulacion de factores de transcripcion por MECP2 (R-HSA-9022707) 1 .
g p p ( ) i - pvalor
| H == FDR
‘
'
Sefalizacion de NTRK2 a traves de CDK5 (R-HSA-9032845) ]
)
)
Senalizacion por NTRKs (R-HSA-166520) {_____ '
'
Sefalizacion por NTRK2 (R-HSA-9006115) '
)
'
Sefalizacion por NTRK1 (R-HSA-187037) ]
)
'
Sefalizacion por NTRK2 a traves de FRS2 y FRS3 (R-HSA-9028731) '
]

Figura 22: Analisis de enriquecimiento funcional de los microARNs reprimidos
en VEs. La longitud de las barras indican la magnitud estadistica 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 identificacion de la ruta molecular segun
la codificacion de Reactome.

Como en los casos anteriores, este andlisis rindié un conjunto
de rutas relacionadas con proteinas o procesos similares una vez
mas. Este fue el caso de la proteina MECP2 (R-HSA-9022707) y el
de la sefalizacion mediada por NTRKs (R-HSA-9032845, R-HSA-
166520, R-HSA-9006115, R-HSA-187037 y R-HSA-9028731) (Figura
22).
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2.6.3. Validacion de las rutas celulares relacionadas con
los genes diana de miRNAs sobre o
infrarrepresentados en SFC/EM
De forma totalmente inesperada, el andlisis de

enriguecimiento funcional de los genes potencialmente afectados por

los microARNs que presentaban niveles distintivos de grupo en

ambas fracciones, mostrd un conjunto de rutas celulares comunes a

todos los analisis realizados o bien distintas rutas en las que

participaban las proteinas MECP2 y NTRKSs.

Para confirmar el posible impacto de la ruta de silenciamiento
mediado por ARN de pequefio tamafio sobre el SFC/EM, se
analizaron los niveles de expresion de AGO2 en CMSPs, ya que es
uno de los principales efectores de esta ruta celular, mediante RT-
gPCR, tal como describe el apartado de Materiales y Métodos n°3.7.
Los resultados mostraron niveles de expresion significativamente
reducidos de este gen en el grupo de pacientes, sugiriendo la

afectacion de esta ruta (Figura 23A).

Para el caso de las cascadas de Sefializacion mediada por
Neurotropinas, se determiné medir los niveles de expresion del gen
NTRK1, ya que es el Unico gen de la familia NTRK que se expresa
en CMSPs. Los resultados mostraron una clara sobreexpresion de

este gen en las muestras de pacientes participantes (Figura 23B).
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Por ultimo, para comprobar el impacto sobre el numeroso
grupo de cascadas celulares relacionadas con la proteina MECP2, se
midieron los niveles de expresién del propio gen MECP2, observando
una clara represion de sus niveles de ARNm en el grupo de
pacientes de SFC/EM (Figura 23C).

A) 1.5+ fedk B) 2.59

Nc

0.0-

ME/CFS ME/CFS

0.0-

ME/CFS

Figura 23: Cuantificacion de los niveles de ARNm en CMSPs en pacientes de
SFC/EM con respecto al grupo control. Analisis por RT-gPCR de las principales
dianas de los microARNs diferencialmente expresados en CMSPs, los niveles de
expresion de cada uno de los genes se normalizo con respecto al gen endégeno
GAPDH. Se muestra la media y la desviacion. (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: “Caracterizacion de la
cohorte en estudio” se evaluaron un total de 50 variables
complementarias al diagnostico clinico, obtenidas de varios test
psicometros y una analitica sanguinea 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
Analdgica (EVA) para el dolor [56] y el cuestionario de somnolencia
de Epworth [57].

Los resultados de los test mostraron, como fue esperado, una
elevada afectacion del componente fisico, en especial en pardmetros
como las limitaciones por problemas fisicos, dolor corporal o
sintomas somaticos. Ademas, permitieron confirmar la fatiga de los
pacientes participantes como severa, y el dolor como moderado-alto
cumpliendo con los criterios de inclusién 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 caracterizaciéon
del SFC/EM [50], mostré que los pacientes de SFC/EM atendidos en
las areas de urgencias de EEUU, se caracterizan por la presencia de

una sintomatologia similar a la identificada en este trabajo, entre la
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que destacan de grandes limitaciones fisicas acompafiadas por una
fatiga severa y dolor generalizado de caracter moderado-alto [91].

Los parametros psicologicos de depresion, ansiedad e
insomnio o la salud mental, también sefialaron 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 fisico, las puntuaciones del componente
psicolégico mostraron gran variabilidad, encontrando pacientes que
presentaban valores similares a algunos participantes del grupo
control. Esto indica que los sintomas clinicos no pueden atribuirse
exclusivamente a un proceso de somatizacién con origen psicolégico
y que el SFC/EM debe derivar de alteraciones fisiologicas
independientes. Contrariamente, el cuestionario de Somnolencia de
Epwoth utilizado para evaluar trastornos del suefio, no mostrd
diferencias significativas entre grupos, indicando que los hallazgos
moleculares de este estudio no deben estar relacionados con este
sintoma. La importancia de un cuidado fenotipado de pacientes
reside en el hecho de que el SFC/EM es heterogéneo a nivel
sintomatico y quizds también a nivel etioldégico, y por tanto la

interpretacion de resultados debe cuidar este aspecto.

La elevada variabilidad de las afectaciones psicologicas
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 estigmatizacion social asociada al SFC/EM, que
frustra al paciente [92].

Los resultados de la analitica sanguinea, a pesar de incluir 30
variables, solamente mostraron diferencias significativas en los
niveles de la enzima creatina fosfoquinasa. Sin embargo, se observo
una tendencia (pvalor<0,1) en los niveles plasmaticos de la enzima
fosfatasa alcalina, la concentracion de la hormona T4 y en el nimero
de eosinodfilos. Serd interesante evaluar estos parametros en
cohortes mas numerosas con el fin de determinar la posible relacion

de estas variables con la enfermedad.

Con respecto a la creatina fosfoquinasa los pacientes de
SFC/EM presentaron niveles reducidos de esta proteina,
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 afectacion moderada, indica que los niveles de esta enzima no
solo estan afectados en pacientes severos sino en SFC/EM en
general. Destaca el hecho de que los pacientes con afectacion
severa mostraron niveles méas reducidos de esta funcion que los

pacientes con afectacion moderada. Las muestras analizadas por
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Nacul et al., fueron obtenidas del mismo biobanco del que procedian
las muestras del presente estudio, quedando por confirmar si este
hallazgo resulta extensible a cohortes de enfermos de localizaciones
geograficas distintas.

El significado de este hallazgo asi mismo queda por
determinar ya que, aunque la alteracion de los niveles de esta
enzima ha sido vinculada a afecciones metabdlicas relacionadas con
desbalances de la homeostasis energética, con alteraciones de la
produccion de ATP, resulta también posible que constituya un mero
reflejo del sedentarismo de estos pacientes [30].
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Con respecto al segundo objetivo: “ldentificar y validar la
expresion diferencial de los microARNs en las muestras de
CMSPs y en VES”, result6é inesperado detectar un bajo numero 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 situacion podria atribuirse a que el panel
nCounter Human microRNA panel v3 (Nanostring Technologies,
GXA-MIR3-12) incluye un numero 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 patron de expresion de

microARNSs especifico [93].

Paralelamente, el hecho de que un mayor ndamero de
microARNs haya superado los criterios establecidos en las muestras
de VEs, podria atribuirse a que las vesiculas 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
sanguineo [94,95]. Esto explicaria la diversidad de microARNs
hallada en las VEs, También pudiera explicar las diferencias en los

perfiles de ARN de pequefio tamafio obtenidos (Figura 9).
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La expresion diferencial de microARNSs ligada al tejido que los
produce podria ser de ayuda para identificar el origen de las VEs, y
con ella quizés los tipos celulares méas afectados en la enfermedad. A
este respecto, Ludwig et al, determinaron la abundancia relativa de
casi 2000 microARNs en 61 biopsias de diferentes Organos
recolectados de individuos post-mortem [96], con el objetivo de
vincular la expresion 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 mausculo
esquelético y fascia, cerebro y glandulas hormonales como el timo,
todos ellos érganos cuya afectacion ha sido relacionada con el
SFC/EM [2,10]

La expresion de un microARN se halla, como ocurre para los
genes transcritos por la ARNpol-ll, regulado a distintos niveles. Su
transcripcion puede verse modificada por cambios la region
promotora, tales como modificaciones del patrén de metilacion o
modificaciones de las histonas, [97], como demostraron Wang F. et al
en su reciente trabajo, en el cual reportaron que la desregulacion de

algunos microARNSs relacionados con el cancer colorrectal, podrian
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explicarse por alteraciones epigenéticas de la regibn promotora de
estos microARNSs [98]. Signos de alteraciones epigenéticas del ADNg
de los pacientes de SFC/EM es una caracteristica descrita
recientemente por nuestro grupo de investigacion, sugiriéndose
cambios del patron de metilacion 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, podria ayudar a identificar los factores
desencadenantes del patron de microARNs encontrado, situacion
gque podria estar mediada por la proteina MECP2, cuya funcién esta
relacionada con cambios epigenéticos del ADNg [99], ¥y que tras el
analisis de enriquecimiento funcional, se pudo observar como este

trascrito estaba infrarrepresentado en las muestras de SFC/EM.

Las diferencias en la expresién de los microARNSs localizados
en las regiones intronicas de genes codificantes (mirtrons), pueden
ser un reflejo de la desregulacién del gen huésped que los aloja, ya
que la expresion de este tipo de microARNs esta directamente
vinculada a la expresion del gen huésped [79], tal como demostraron
Doflate-Puertas, R. et al. en su reciente trabajo sobre la
desregulacién de ciertos microARNs relacionados con enfermedades
cardiovasculares, pudiendo vincular cambios de la expresion de los
microARNSs localizados en regiones intronicas, con alteraciones en la

expresion 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 fraccion de CMSPs, y el microARN hsa-miR-423-5p
en la fraccion de VEs, localizan en las regiones intronicas de genes
codificantes, siendo de gran interés el analisis de la expresion de
estos genes y su la posible vinculacién 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 podria 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 fraccion completa de CMSPs. El limitado numero
coincidencias, asi como las discrepancias encontradas, tiene que
deberse a la heterogeneidad de la cohorte estudiada y/o la
metodologia empleada para analizar la expresion de los microARNS,

situacion que dificulta la generalizacion 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 podrian, total o
parcialmente deberse al estado de polimedicacion crénica al que
estan sometidos los pacientes. Los farmacos ejercen un efecto
notable sobre la expresion de ciertos microARNs, hecho que podria
explicar la desregulacion de alguno de los microARNs identificados.
Este es el caso del microARN hsa-miR-18a-5p cuya expresion puede
verse alterada por farmacos antipsicoticos como la Desipramina, o
los microARNs hsa-miR-146a-5p y hsa-miR-150-5p cuya expresion
podria ser inducida por accién de la morfina, farmacos, ambos,
comunmente prescritos para el tratamiento de sintomas de esta
enfermedad [44].

El hecho de que el biobanco no registrase la medicacion de
los pacientes, junto a que estos pacientes sufrian de afectacion
severa del SFC/EM, hace pensar que no se pudo suprimir la
medicacioén ni siquiera unas horas previa toma de muestra de sangre,
por lo que la desregulacion 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 confusién lleguen a
comprometer la interpretaciéon de resultados, el NINDS (National
Institute of Neurological Disorders and Stroke), dentro del NIH,
impulsé en 2017, una iniciativa con el nombre de “Common Data

Elements” orientada a establecer qué informacion minima deberia
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recogerse de cada participante, y a implementar procedimientos
metodoldgicos estandar, hecho que permitira contrastar los datos
obtenidos por diferentes grupos y realizar metaanalisis de estudios
con bajo numero de participantes como en el caso de este trabajo [9].

La importancia de la identificacion 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 més
numerosas y/o geograficamente distantes con fines de confirmar
validez externa, basandonos particularmente en la validacion por

gRT-PCR de los resultados obtenidos con la tecnologia Nanostring.
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En cuanto al tercer objetivo, tras “Analizar el poder
discriminante de los microARNSs 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 fraccibon de CMSPs y los
microARNs hsa-miR-4454 y hsa-miR-7975 de la fraccion de VEs
fueron los mas destacados en lo que respecta a potencial diagnéstico

(méaximos AUCSs).

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 minimizaria la aparicion de
falsos positivos, se encontraron valores bajos de sensibilidad (46 al
55% en CMSP y VES), situacion que podria infravalorar el nUmero de

casos reales, con alto indice de falsos negativos.

Ya que este estudio minimiza la heterogeneidad asociada al
SFC/EM utilizando muestras de pacientes severos procedentes del
biobanco monografico UK Biobank ME que garantizan un diagnéstico
clinico riguroso y un fenotipado exhaustivo, la baja sensibilidad de los
microARNSs diferencialmente expresados podria 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 caracteristica que ha sido reportada por otros autores, llegando
incluso a proponerse la existencia de subgrupos dentro de las
cohortes estudiadas [92]. Resultaria recomendable disefiar estudios
de continuacion que incluyan un mayor nimero 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
estratificacion 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 patron de
microARNs diferencialmente expresados: modelaje de la
patofisiologia de SFC/EM”, (ltimo de los planteados en este
capitulo de la tesis, la identificacion de los genes potencialmente
diana de los microARNs diferencialmente expresados en CMSP y en
VEs rindi6 un elevado numero 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 restringié el analisis a
aguellos genes que pudieran ser regulados por al menos dos de los

microARNSs diferencialmente expresados.

Ademas, los andlisis 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
sobrerrepresentacion de un conjunto de rutas comunes a todos los
analisis, tanto los realizados con el conjunto de microARNs
sobrerrepresentados como con los infrarrepresentados en el
SFC/EM.

Una de estas rutas mayormente afectada, y comin a todos
los andlisis de enriquecimiento funcional, fue la ruta relacionada con

el propio silenciamiento post-transcripcional mediado por ARNs
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pequefios. La afectacién se confirmé mediante el analisis de la
expresion del gen diana AGO2 mediante RT-qPCR, detectandose
niveles significativamente inferiores de este transcrito en las
muestras de SFC/EM (Figura 23A).

Resulta interesante encontrar en la bibliografia, que las
alteraciones de esta ruta celular se han vinculado con trastornos del
SNC. En concreto, la disfuncion del complejo RISC se ha relacionado
con el cambio del patron de expresion de microARNs que afectan la
sintesis de mielina, induciendo la aparicion de procesos de dolor
neuropatico [101]. Ademds, la disfuncion de esta ruta celular se ha
relacionado con la induccion de la polarizacion de las células Th pro-
inflamatorias, promoviendo procesos de neuroinflamacién [102]. Este
tipo de afectaciones podrian explicar algunos de los sintomas
descritos para el SFC/EM [2,10].

El analisis de enriquecimiento funcional también mostré la
sobrerrepresentacion de rutas relacionadas con la sefializacion
mediada por receptores NTRKs, cuya sospecha de afectacion
concuerda con la sobreexpresion 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], sintomas caracteristicos del SFC/EM [2]
y de enfermedades comorbidas, sugiriendo que la aparicion de estos

trastornos podrian atribuirse a alteraciones de esta ruta.
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De manera interesante, el andlisis de enriquecimiento
funcional también evidenci6 un conjunto de rutas celulares
relacionadas con la funcion biolégica de la proteina MECP2.
Transcrito que se confirmé inhibido en las CMSP de SFC/EM por
gRT-PCR (Figura 23C).

La proteina MECP2 es una proteina de union al ADN
metilado, que cumple una importante funcion en el desarrollo
neuronal, actuando como regulador de la expresion de otros genes.
Mutaciones sin sentido de la secuencia codificante de este gen,
muestran una fuerte vinculaciéon con el Sindrome de Rett [104,105],
un trastorno del desarrollo del sistema nervioso, cuya prevalencia es
mayor en mujeres que en hombres. El gen MECP2, est4 localizado
en el cromosoma X, y las alteraciones severas de la funcion biolégica
de esta proteina son incompatibles con la vida. Entre la
sintomatologia asociada a esta enfermedad destacan: pérdida de la
movilidad y coordinacién, problemas cognitivos y de comunicacion,
convulsiones, alteraciones del suefio, asi como problemas
musculares o de articulaciones [104], sintomatologia que en cierta

manera guarda relacion con la asociada al SFC/EM [2,10].

Ademas, las alteraciones del funcionamiento normal de la
proteina MECP2, se han relacionado con cambios del patrén de
metilacién del ADN [99], situacion en la cual, la perdida de funcion de

esta proteina daria como resultado la relajacion de la cromatina. De
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acuerdo con esta posibilidad, nuestro grupo encontré hipometilacion
de ciertas regiones del ADN en pacientes de SFC/EM [47]. Aspecto
que ademas hemos vinculado con la activacion de elementos
transponibles tipo HERV [19,106].

El estudio en mayor profundidad de la posible relacion entre
los sintomas del SFC/EM, el Sindrome de Rett, y la alteracion de la
actividad de la proteina MECP2, quizads permita explicar la mayor
incidencia femenina del SFC/EM, ademas de permitir la identificacion
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 patrén de microARNs
especifico del SFC/EM, tanto en CMSP como en VESs, con prevision
relativamente aceptable para ser utilizados como biomarcadores de
esta enfermedad. Este hallazgo abre la posibilidad de desarrollar el
primer test diagndstico objetivable del SFC/EM, basado en el andlisis
de la expresion de unos pocos microARNs. Ademas, la interpretacion
de dicho patrén ha permitido establecer relaciones con ciertas rutas
celulares, cuya afectacion podria explicar parte de la sintomatologia
asociada a esta enfermedad, hecho de gran importancia, ya que
podria conducir a la identificacion de los procesos biolégicos que
desencadenan la aparicion del SFC/EM y por tanto a su prevencion y

exploracion de tratamientos farmacolégicos utiles.
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1 Contexto historico de las vesiculas
extracelulares (VES)
El primer registro descriptivo de las VEs se remonta al afio
1946, cuando Chargaff y West observaron pequefas particulas
liberadas por las plaquetas [107]. Sin otra informacién adicional, se
propuso que se trataba de elementos de desecho expulsados al
torrente sanguineo, cargados posiblemente de compuestos que las
plaquetas o las células en general querrian eliminar [108]. Tiempo
después, se demostré que las VEs cumplian un papel fundamental
en ciertos tipos de linfomas, ya que las células cancerigenas
conseguian evadir el sistema inmune del huésped gracias a la accion
de estas particulas. Este hallazgo, hizo reconsiderar la presuncién
inicial de que las VEs constituian meros desechos celulares, y se
pasé a considerar que las VEs podian intervenir en la comunicacion
celular, quizas actuando como particulas sefalizadoras 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, asi como en el sobrenadante cultivos celulares
humanos, sugiriendo la presencia de este tipo de particulas en todos

los biofluidos humanos [110].
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En 2006 se identific6 por primera vez la presencia de
moléculas de ARN, microARNSs incluidos, en el interior de las VEs.
Este hallazgo reforzé la propuesta de que las VEs podrian jugar un
papel fundamental en la comunicacion celular, transportando
diferentes moléculas con capacidad moduladora de funcién en
células diana [111].

El cargo o contenido de las VEs dependera del tipo celular
que las genere. Las moléculas de cargo pueden encontrarse tanto en
el lumen como en la membrana vesicular. Pueden constituir
proteinas citoplasmaticas, moléculas de ADN y ARN, incluyendo
microARNSs, diferentes tipos de carbohidratos etc. En la membrana
vesicular se pueden identificar comunmente balsas lipidicas
formadas principalmente por ceramidas y esfingomielinas. Ademas
ancladas a la membrana también se pueden identificar complejos
proteinas como el Complejo mayor de histocompatibilidad Il, varias

tetrasparinas o integrinas[111].

Actualmente se han desarrollado bases de datos como
ExoCarta, donde pueden consultarse los cargos mas comunes de los

diferentes tipos celulares, facilitando el estudio de las VEs[112].

En 2011 se fundé la Sociedad Internacional de VEs (ISEV)
(https://www.isev.org/), una agrupacién de expertos en esta area,

cuya finalidad fue la de regular y unificar la nomenclatura y
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metodologias de estudio de estos elementos. Esta coalicion de
expertos establecio tres nomenclaturas diferentes que permitirian
clasificar las VEs, basandose en su funcion bioldgica, origen o
propiedades biofisicas y de biogénesis [113].

Actualmente, la nomenclatura mas utilizada es la basada en
las propiedades biofisicas y de biogénesis de las VEs, esta
nomenclatura permite diferenciar tres grandes grupos de vesiculas:
1) Exosomas con un tamafio de 40 a 120 nm, cuya biogénesis esta
asociada a Endosomas Multivesiculares presentes en el citoplasma
celular, 2) Microvesiculas con un tamafio de 100 a 1000 nm cuya
formacion se produce directamente por evaginacion de la membrana
plasmatica, 3) Cuerpos Apoptéticos cuyo tamafio es de 500 a 2000

nm, y derivan de procesos de apoptosis celular [114].

Para facilitar la comprension, en este trabajo el uso del
término VEs hara referencia exclusivamente a exosomas Yy

microvesiculas.

2 Biogénesis de VEs

La terminologia de VEs engloba diferentes tipos de vesiculas,
entre las que destacan los exosomas y las microvesiculas como las

més estudiadas. Aunque los exosomas Yy las microvesiculas
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presentan grandes similitudes en su composicion y estructura, su

biogénesis es completamente distinta.

2.1. Biogénesis de exosomas

Los exosomas son VEs de pequefio tamafio, tipicamente de
40 a 120 nm de diametro, que se forman en los cuerpos
multivesiculares presentes en el citoplasma celular. Estos cuerpos
multivesiculares derivan de invaginaciones de la membrana
plasmatica durante procesos de endocitosis (Figura 24A), dando
lugar a un endosoma temprano [114,115] (Figura 24B). Durante su
migracién desde la membrana plasmatica hacia el interior de la
célula, el endosoma sufre modificaciones a nivel de membrana,
alterandose su composicion lipidica y proteica; y del lumen, en cuyo
seno pasaran a formarse los cuerpos intraluminares o futuros
exosomas (Figura 24C) [114,116]. En este proceso el endosoma
temprano acaba transformandose en un endosoma multivesicular,
incluyendo un alto nimero de vesiculas intraluminares en su interior
[114,116].

Se han descrito dos posibles destinos para los endosomas
multivesiculares: por un lado pueden fusionarse con lisosomas,
presentes en el citoplasma, promoviendo la degradacion de los
elementos en su interior (Figura 24D); y por otro, el endosoma

multivesicular puede retornar a la membrana plasmatica (Figura
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24E), fusiondndose 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
vehiculos en biomedicina, los procesos de génesis de los cuerpos
intraluminares estan siendo intensamente estudiados. Hasta la fecha
se han descrito dos rutas principales de generacién de los cuerpos
intraluminares, siendo la principal diferencia entre ambas la
participacion 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 participacion de complejos ESCRT en este proceso
[114,116]. En una etapa inicial el complejo ESCRT-0 une las
proteinas que estaran presentes en el interior de los cuerpos
intraluminares. Por lo general, estas proteinas se hallan altamente
ubiquitinadas, lo que favorece la union del complejo ESCRT-0
mediante los diferentes motivos de unién a ubiquitina que presenta. A
continuacion, el complejo ESCRT-0 transporta dichas proteinas a la
proximidad de la membrana plasmatica del endosoma temprano,
concentrandolas 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 proteina Tsgl101 se
une al complejo ESCRT-0 [114,116]. Es entonces cuando el
complejo ESCRT-Il se une al complejo ESCRT-I, deformando la
membrana endosomal y generado una yema saliente hacia el lumen
del endosoma donde se situaran las proteinas ubiquitinadas
[114,116].

Finalmente se inicia la aproximacion de los demas
compuestos que también van a incluirse en el cuerpo intraluminar.
Los complejos encargados de este transporte dependeran del tipo de
molécula. Las proteinas no ubiquitinadas son seleccionadas por
chaperonas citoplasmicas gracias a un péptido sefal especifico
(KFERQ) [114,115] que permiten su union a la chaperona y

transporte a la yema del endosoma incipiente [114].

En el caso de los ARNs, el complejo ESCRT-Il es el
encargado de su seleccion. Este proceso se lleva a cabo a través de
regiones de union a ARN presentes en este complejo [114,119]. En
el caso concreto de los microARNs los encargados de esta funcién
son los complejos RISC o la propia proteina 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 especificas que determina su presencia
dentro de la vesicula [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 unién del complejo
ESCRT-III, que sera el encargado de la escision de la vesicula hacia
el lumen endosomal [114,116,117]. El reciclaje de la maquinaria
ESCRT requiere la interaccion de VPS4 (Vacuolar Protein Sorting-
associated protein 4A), una AAA-ATPasa que aporta la energia
necesaria para la disociacién 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
accion de los complejos ESCRT para generar las evaginaciones de
la membrana endosomal. Entre estas rutas destacan las
relacionadas con la accion de esfingomielinas y ceramidas, o la

mediada por la accion de las tetraspaninas [114].

La ruta de biogénesis dependiente de esfingomielinas y
ceramidas se caracteriza por la importancia que presentan las balsas
lipidicas de la membrana endosomal, en las que la hidrdlisis de la
esfingomielina produce un aumento local de ceramidas. A su vez,
este incremento promueve la evaginacibn 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 proteinas transmembrana se concentran en
ciertas regiones de la membrana endosomal. Este evento genera una
deformaciéon de la membrana endosomal, que favorece Ila
evaginacion de la membrana endosomal que acabara formando el
cuerpo intraluminal. Recientemente se ha descubierto que la
tetraspanina CD81 presenta en sus regiones transmembrana
dominios de unién al colesterol que median la unibn a otras

tetrasparinas [114].

2.2. Biogénesis de Microvesiculas

Las microvesiculas, también conocidas como ectosomas, son
VEs con un rango de tamafios muy superior al de los exosomas.
Tipicamente su tamafio puede oscilar entre 100 nm hasta los 1000
nm de didmetro [121]. A diferencia de los exosomas, las
microvesiculas se forman directamente por proceso de gemacion
externa de la membrana plasmatica, liberando la microvesicula

directamente al espacio extracelular (Figura 24G) [114,121].

El proceso de biogénesis de microvesiculas tiene lugar en
regiones concretas de la membrana plasmatica, promovidas por la
reorganizacion de lipidos y proteinas. 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 estabilizacion y liberacion de estas
estructuras al exterior (Figura 24H) [114,121,122].

Como en el caso de los exosomas, existen complejos
proteicos especificos encargados de seleccionar los acidos nucleicos
o las proteinas que van a ser empaquetados en las microvesiculas,
aunque el conocimiento de los mecanismos que regulan la seleccion
de sus cargos es limitado [114,122]. No obstante, se ha descrito la
actuacion de diferentes elementos anclados en la membrana
plasmatica que sirven como elementos de reconocimiento para las
moléculas que van a ser transportadas por las microvesiculas
[114,122].
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Figura 24: Ruta de biogénesis de exosomas y microvesiculas. A) Procesos de invaginacion
de la membrana plasmatica que generan el endosoma temprano. B) Migracion del endosoma
temprano al interior de la célula. C) Procesos de biogénesis de exosomas dependientes e
independientes de ESCRT. D) Fusion del endosoma multivesicular con lisosomas para la
degradacion del contenido del endosoma. E) Migracion del endosoma multivesicular hacia la
membrana plasmética. F) Fusion del endosoma multivesicular con la membrana plasmética y
liberacién de los exosomas al espacio extracelular. G) Procesos de evaginacion de la membrana
plasmatica, H) Reorganizacion del citoesqueleto proximo a la evaginacién de la membrana

plasmatica.
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3 Funcion bioldgica de las VEs
Desde que se identificaron este tipo de estructuras

subcelulares se ha tratado de esclarecer su funcion bioldgica.
Actualmente, existe una vasta literatura relacionando las VEs con
procesos tumorales, promoviendo metéstasis [123] o facilitando la
evasion del sistema inmune por parte de las células tumorales [124],
posiblemente debido a que son muchos los grupos que estudian los
distintos tipos de cancer. Pero las VEs también se han relacionado
con enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson,
transportando un conjunto de microARNSs cruciales para el desarrollo
de la enfermedad [125], o con el Alzheimer, actuando como
vehiculos de la proteina B-amieloide, diseminando la enfermedad a lo
largo del tejido [125].

Las VEs también estan relacionadas con procesos no
patolégicos, como la respuesta inmune, proceso en que las VEs
participan como moduladores, induciendo la activacién de las células
NK [126] o en la deteccion del antigeno por parte de las células T
[127]. Ademas, las VEs también juegan un papel fundamental en la
fisiologia del sistema nervioso central, tejido en el que estas
particulas parecen ser fundamentales en procesos de memorizacion
o aprendizaje [128]; o en procesos bioldgicos tan importantes como
la reproduccion, participando en la maduracion de los gametos, la

fertilizacién o la implantacion del embrion [129].
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Actualmente, las VEs estan adquiriendo una gran relevancia
en el campo de la biomedicina por su potencial como vehiculos para
tratar diferentes patologias, ya que pueden ser modificadas para
transportar diferentes farmacos o secuencias de ARN especificos.
Ademas, la alta especificidad de comunicacion con los tejidos diana,
debe permitir un tratamiento dirigido, reduciendo los efectos
secundarios en comparacion a tratamientos sistémicos. Un ejemplo
del posible uso de las VEs, es el tratamiento de la infeccién por el
virus del COVID-19 con VEs obtenidas de células mesenquimales,
actuando como moduladores de la respuesta inflamatoria 0 como
vehiculos de moléculas que podrian inhibir la infeccién por este virus

o la sintomatologia 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 neurolégicas tales como el Parkinson
[132] o el Alzheimer [133].

En su funcion de comunicacién intercelular, se espera que
sus propiedades fisicoquimicas, incluidas la abundancia, tamafio y
contenidos reflejen problemas fisiol6gicos asociados con el estado de

enfermedad. Sin duda, el reciente avance de las técnicas analiticas
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para el estudio de este tipo de estructuras facilitara la identificacion
de las caracteristicas 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"Hebrén en Barcelona, cuyos resultados preliminares sugirieron un
aumento de la cantidad de VEs en el suero de pacientes de SFC/EM,
ademas de una disminucion en el tamafio de estas estas vesiculas

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 centrd en la identificacién de proteinas en las
VEs de pacientes de SFC/EM. Este estudio también reportd un
aumento significativo del numero de VEs en el plasma de pacientes
SFC/EM, ademas de un aumento de la concentracién de las
proteinas Talin-1, Filamina-A y 14-3-3, en las VEs de pacientes de
SFC/EM [51].

Aungue ambos trabajos coinciden en que la cantidad de VEs
circulantes en pacientes de SFC/EM se halla incrementada, la

heterogeneidad de las muestras utilizadas, asi como las diferencias
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en la metodologia y la escasa caracterizacion de las VEs, hacen
necesario un andlisis mas exhaustivo de esta fraccion. Ademas,
ninguno de los estudios anteriores incluyé enfermos de afectacion
severa como en el caso de este estudio ni tampoco realiz6 una

comparativa de su cargo molecular con el de las CMSPs.

Por lo tanto, en esta parte del proyecto se ha realizado el
andlisis descriptivo del tamafio y la abundancia de las VEs de
pacientes severos de SFC/EM, asi como el estudio de sus
propiedades fisicoquimicas y de sefializacién, con la finalidad de
evidenciar si esta fraccion presenta potencial como biomarcador de
esta enfermedad, y si, como en el caso de enfermedades
anteriormente mencionadas, pudiera atribuirsele un papel en el

establecimiento o diseminacién del SFC/EM.
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o Objetivos

El objetivo principal de esta parte del proyecto se centra en la
caracterizacion de las VEs de sangre periférica de pacientes del
SFC/EM con fines de diagndstico y de la evaluacion de su actividad
bioldgica.

Obijetivos especificos:

1. Caracterizacién del tamafo, concentracion y potencial de
membrana de las VEs derivadas del plasma de pacientes del
SFC/EM.

2. Analizar la capacidad discriminante de las caracteristicas de
las VEs de pacientes de SFC/EM.

3. Identificar cambios en la composicién de las VEs de pacientes
de SFC/EM.

4. Caracterizacion de la actividad biolégica de las VEs derivadas

de plasma en un modelo celular de masculo esquelético.
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1 Analisis demografico de la poblacion de
estudio

Las muestras analizadas en esta parte del estudio,

procedieron de los mismos voluntarios que en el capitulo anterior, por

lo que todo lo referido a la caracterizacion de la poblacién 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 n°5.1. metodologia basada en la
precipitacion no selectiva de los complejos lipidicos presentes en la

muestra.

La presencia de VEs, se confirmé mediante imagenes de
Microscopia Electrénica de Transmisién y tincidbn negativa, como se
detalla en el apartado de Materiales y Métodos n°6. Los resultados
mostraron la presencia de estructuras de doble membrana, con un
tamafio entre 80 y 100 nm diametro, de morfologia circular que
coinciden con las caracteristicas de las VEs de pequefio tamafio

incluyendo exosomas (Figura 25A).
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La presencia de exosomas se determind mediante
inmunodeteccion de proteinas marcadoras de este tipo de vesiculas,
por procedimiento Western Blot, protocolo descrito en el apartado de
Materiales y Métodos n° 7. En concreto se evalud la presencia de las
tetraspaninas CD9 y CD81 tipicamente presente en las membranas
de exosomas, y de las proteinas HSP70 y B-Actina. Como muestra la
Figura 25B, se detectod 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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B) Controles SFC/EM

wro I

Figura 25: Identificacion de VEs en muestras de Controles Sanos y pacientes severos de SFC/EM.
A) Iméagenes de Microscopia Electrénica de Transmision de las muestras de Controles Sanos (Izquierda),
Pacientes severos de SFC/EM (Derecha), las flechas sefialan algunas de las VEs identificadas. B)
Inmunodetecciéon de los marcadores habituales de VEs, con los anticuerpos anti-HSP70 (Santa Cruz
Biotechnology, cat.SC-7298) anti-B-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 Cuantificacion y tamaio de las VEs
Tras la confirmacion de la presencia de VEs de pequefio

tamanfo derivadas de PPP en ambos grupos, se analizaron las VEs
de un total de 30 muestras (15 controles y 15 pacientes), estudiando
el tamafio medio y la concentracion de vesiculas. El andlisis se
realizé utilizando la metodologia de Andlisis de Seguimiento de
Nanoparticulas (Nanoparticle tracking Analysis) utilizando un
Nanosight NS300 (Malvern Panalytical), tal como se detalla en el

apartado de Materiales y Métodos n°5.1.

Tras aplicar el criterio de Chauvenet se eliminaron 6 muestras
en estos andlisis (3 controles y 3 pacientes), dejando el nimero total
de muestras analizadas a 24. Los resultados mostraron diferencias
significativas (pvalor<0,05) en el tamafio de las VEs (Figura 26A). En
concreto, la poblacién de VEs de pacientes severos de SFC/EM,
presentaron un menor tamafio (91+4.0nm) que las VEs del grupo de

sujetos sanos (103,8+3,2 nm).

En cuanto a la cuantificacion de estas vesiculas, 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 presentaria una

mayor cantidad de vesiculas que en el grupo control.
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Figura 26: Anélisis del seguimiento de Nanoparticulas derivadas de plasma
A) Andlisis del tamafio de las VEs del grupo control y pacientes severos de
SFC/EM. B) Cuantificacion del niumero 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 desviacién estandar.
(N=12/grupo) NS No Significativo, *pvalor<0,05.

Dado que el método de andlisis utilizado puede estar
condicionado por la presencia de altas concentraciones de proteinas,
se procedi6 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 proteinas, 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.
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El tratamiento con proteinasa K no produjo cambios
significativos en el tamafio o la concentracion de VEs (Figura 27). Sin
embargo se observaron tendencias en la disminucion del tamafio y
una mayor variabilidad en rendimientos (Figura 27 A-D) con el
tratamiento enzimatico.
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Figura 27: Efecto del tratamiento con proteinasa K sobre el tamafio y la
concentracion de VEs. A y B).Cambios en el tamafio y concentraciéon de las VEs
de las muestras del grupo control sin pretratamiento (lzquierda) y con proteinasa K
(Derecha), respectivamente. C y D).Cambios en el tamafio y concentracion 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 tamafio de las VEs, en las cuales, las VEs
de pacientes de SFC/EM presentaron un tamafio medio
significativamente menor (92+4nm) que las VEs del grupo control
(97+7nm) (Figura 28A).

Con respecto a su cuantificacién, el tratamiento con
proteinasa K se tradujo en rendimientos significativamente distintos,
con una mayor cantidad en las muestras de pacientes de SFC/EM
severos (8,9x10%°+1,1x10% particulas/ml) que en las de sujetos
sanos (5,4x10'°+7,8x10° particulas/ml) (Figura 28B)
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Figura 28: Analisis del seguimiento de Nanoparticulas derivadas de plasma pretratadas
con proteinasa K. A) Analisis del tamafio de las VEs controles y pacientes severos de
SFC/EM. B) Cuantificacion del nimero 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 desviacion estandar (N=12/grupo)* pvalor<0,05.
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4 Potencial de membrana de las VEs
Bajo la premisa de que las caracteristicas fisicoquimicas de

las VEs influirdn en su funcién bioldgica, se plante6 evaluar su
potencial de membrana, mediante una técnica basada en analizar la
electronegatividad de sus membranas, cuyos resultados podrian
indicar posibles diferencias en su composicion y estabilidad, que

impactarian sobre su funcion.

Como se mencion6 en el apartado anterior, debido al método
de aislamiento de VEs seleccionado, las muestras podrian presentar
contaminaciones con proteinas plasmaticas que podrian 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 mas 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 quizas ser

un indicativo de posibles alteraciones de la composicion de estas

VEs, que a su vez podrian traducirse en alteraciones de su funcién

bioldgica.
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Figura 29: Analisis 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
desviacion estandar de cada grupo, (N=14/grupo) *pvalor<0,05.
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5 Uso de las caracteristicas de las VEs
como biomarcadores del SFC/EM

Con el objetivo de identificar si las caracteristicas biofisicas

de las VEs de pacientes de SFC/EM presentaban capacidad

discriminante, y por tanto pudiesen ser utlizadas con fines

diagnosticos, se realizé un andlisis de la curva ROC de estas

variables siguiendo la metodologia propuesta en apartado de

Materiales y Métodos n°10.

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 concentracién 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 andlisis de las curvas ROC de las caracteristicas de las VEs de plasma.

Variable AUC 95%IC P.C. %Esp % Sen
Tamafio (nm) 0,77 0,57-0,97 90 82% 46%
Tamafio pretratamiento prot.K (nm) 0,77 0,56-0,97 92 73% 50%
Concentracién (particulas /ml) 0,76  0,54-0,97  7,20x10" 80% 50%
Concentracidn pretratamiento prot.K (particulas /ml) 0,80 0,60-0,99 1,03x10" 100% 45%
Potencial de membrana (mV) 0,75 0,55-0,93 -11,4 71,43% 50%
Potencial de membrana pretratamiento prot.K (mV) 0,81 0,65-0,97 -10,1 93% 50%

AUC= Area 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 situacion similar a la previamente
descrita para los microARNs diferencialmente expresados en el
Capitulo |, 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).
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Figura 30: Curvas ROC de las caracteristicas de las VEs. A) Tamafio de las
vesiculas B) Tamafio de las vesiculas con el tratamiento con proteinasa K, C)
Concentracion de vesiculas D) Concentracion de vesiculas con tratamiento con
proteinasa K, E) Potencial de membrana de las vesiculas F) Potencial de membrana de
las vesiculas tratadas con proteinasa K.
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6 Espectroscopia Raman
La espectroscopia Raman constituye un método rapido y

sencillo para identificar la huella molecular de las muestras
analizadas. Comunmente esta técnica ha sido utilizada para estudiar
células completas, pudiendo discriminar tipos celulares. Mas
recientemente, se ha comenzado a utilizar para estudiar la
composicion de elementos de nivel subcelular, como las VEs,
permitiendo identificar la composicidon basica de estas particulas
[135].

Aunque su uso para la discriminacion de VEs no se halla
todavia implementado, Gualerzi et al., mostraron que esta técnica
puede diferenciar VEs segun la célula de origen y estado, en
concreto encontraron que las VEs procedentes de células
mesenguimales de médula 6sea y las derivadas de mesenquimales
de grasa presentaban patrones distintos, a modo de huella molecular
[136]. También el estado de diferenciacion celular quedaba reflejado
en al patron Raman obtenido. Esto unido a la simplicidad de
preparacion 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, podian reflejarse con caracter discriminante. Ademas,

las huellas podrian resultar informativas de cambios en la
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composicion de las VEs ya que los registros de las huellas, aunque

no permiten asignacion, 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 precipitacion no selectiva (kit TEIR, Invitrogen,
apartado de Materiales y Métodos n°8), se analizaron tres muestras
pertenecientes al grupo control aisladas obviando el pre-tratamiento
con proteinasa K, ya que el tratamiento enzimatico podria alterar la

composicion 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™,
con valor maximo en 1003 cm™, de 1100-1160 cm™ con valor
méaximo en 1154 cm™, de 1500-1550 cm™ con valor maximo en 1517
cm™ y de 2800-3000 cm™ con valor maximo en 2930 cm™. Ademas,
se identificaron ocho picos de menor intensidad con valores maximos
en 428 cm™, 876 cm™, 958 cm™,1281 cm™, 2156 cm™, 2307 cm™,

2516 cm™ y 2661 cm " en todas las preparaciones (Figura 31).
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Figura 31: Espectro representativo de las VEs derivadas del PPP del grupo
control.

Con el uso de la base de datos KnowltAll® informatics
systems (Biorad), asi como, la bibliografia asociada a este técnica,
se tratd de identificar las posibles biomoléculas correspondientes a
los picos destacados en las huellas, lo que permitié teorizar que la
sefial con intensidad méaxima en 1003 cm™ podria estar relacionado
con el aminoacido aromatico fenilananina [136,138], la sefial
localizada en la regién 1100-1160 cm™ con méaximo en 1154 cm™
podria incluir diferentes tipos de carbohidratos, carotenoides o
ceramidas [136,139], la sefial localizada en la regiéon 1200-1300 cm™
con maximo en 1281 cm ™ podria corresponder a compuestos con
grupos Amida Ill [136,138], la sefial localizada en la regi6on 1500-
1550 cm™ con pico en 1517 cm™ podria asignarse a otro tipo de
carotenoides [136] y finalmente la sefial localizada en la region 2800-
3000 cm™ con pico en 2930 cm™ podria corresponder a diferentes
tipos de fosfolipidos, como fosfatidilcolinas o esfingomielinas [140].

De una manera interesante, todas las posibles moléculas citadas
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coinciden con elementos previamente asociados con VESs derivadas

del plasma humanao.

Con respecto a las sefiales de menor intensidad, podrian
asociarse con diferentes tipos de nucleo6tidos, lipidos o proteinas,
pero debido a la baja intensidad de estas sefiales no se pudo realizar
una correcta interpretacion, por lo que se desconoce a que

biomoléculas corresponderian.

En definitiva, la Figura 31 muestra, tal como fue esperado, la
obtencion de un patrén 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 composicion de las VEs de
pacientes de SFC/EM podrian rendir cambios en este patron de
absorbancias.
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6.2. Diferencias en la composicion de las VEs de
SFC/EM

Tras obtener la huella Raman de este tipo de muestra, se
compararon el resto de la coleccion bajo estudio: 15 muestras de

pacientes severos de SFC/EM y 15 muestras de sujetos control.

El andlisis de las muestras de SFC/EM permitié 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™ con valor maximo en 1003
cm™, de 1100-1160 cm™ con valor maximo en 1154 cm™, de 1496-
1550 cm™ con valor maximo en 1517 cm™ y de 2800-3000 cm™ con
valor maximo en 2930 cm™. Con respecto a las sefiales de menor
intensidad, sin embargo, solamente se detectaron cinco de las ocho
sefiales identificadas en el patrén de referencia y el resto de
muestras del grupo control, en concreto se identificaron las sefales
con picos en 429 cm™, 956 cm™, 1280 cm™, 2306 cm™ y 2660 cm™,
mientras que las sefiales localizadas en 876 cm™, 2156 cm®,
previamente identificadas en las muestras de sujetos sanos, no

pudieron visualizarse en este grupo de muestras (Figura 32).
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Figura 32: Espectroscopia representativo de las VEs derivadas del PPP de pacientes
severos de SFC/EM.

Resultd interesante observar diferencias de intensidad de
algunos picos mayoritarios en el patron. En concreto, las sefales
localizadas en las regiones 960-1030cm™ con pico en 1003cm™ y
2800-3000 cm™ con pico en 2930cm™ mostraron mayor intensidad en
la fraccion de sujetos sanos, mientras que las sefiales localizadas en
las regiones 1100-1160cm™ con pico en 1154cm™ y 1496-1550cm™
con pico en 1517cm™ presentaron mayor intensidad en las muestras

de pacientes (Tabla 9 y Figura 33).

Tabla 9: Diferencias en la espectroscopia Raman. Se muestra la media para cada
absorvancia junto con la desviacion estandar

Abs Controles  Abs SFC/EM +/-  Proporcion

Rango (cm'') Pico (cm™) +/- DE DE del cambio pvalor Asignacién Referencia
960-1030 1003 0,1876 +/-0,003  0,1762+/- 0,003 -1.1 0,0283 Fenilalanina [129,131]
Carbohidratos,
1100-1160 1154 0,2466+/-0,020  0,3968+/-0,010 1,85 0,0001 carotenoides [129,132]
o ceramidas
1496-1550 1517 0.3134+/0,020  0.4219+-0,010 1,34 0,0002 Carotenoides [129]
2800-3000 2930 0,1190+/-0,013  0,0721+/-0,006 -1,3 0,0028 Fosfolipidos [133]

Abs: Absorbancia DE: Desviacién estandar
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Estos resultados sugieren diferencias en la composicion de
las VEs derivadas del PPP de pacientes de SFC/EM. En concreto las
diferencias podrian suponer la presencia de una mayor cantidad de
carbohidratos, carotenoides o ceramidas, y una menor cantidad de
fenilalanina y fosfolipidos en las VEs de pacientes. Estas diferencias
podrian corresponderse con alteraciones de la funcion biologica de
las VEs de pacientes y en cualquier caso constituir un biomarcador

de la enfermedad.

7 Analisis de la actividad bioldgica de las
VESs
Para tratar de identificar posibles alteraciones de la actividad
biolégica de las VEs de pacientes severos de SFC/EM, acorde a las
diferencias registradas en sus propiedades fisicoquimicas y huella
Raman, se evalud el efecto de su presencia sobre un sistema de
células sensoras utilizando la metodologia MitoXpress-iIntra,
tecnologia que permite identificar cambios en el metabolismo celular
producida por agentes externos mediante la monitorizacion del

consumo de oxigeno de la célula diana.

Para estos ensayos se utilizé la linea celular de
Rabdomiosarcoma (ATCC® CCL-136TM), modelo celular de masculo
esquelético, util para medir cambios en el metabolismo mitocondrial
[141].
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7.1. Descripcion de la poblacion

Ante la imposibilidad de disponer de alicuotas adicionales
desde el biobanco monografico UK ME, y siendo que el sistema
MitoXpress-Intra requeria de puesta a punto del ensayo, se tuvo que
reclutar una nueva cohorte de participantes. Esta nueva cohorte
incluyé 40 participantes: 20 pacientes de SFC/EM y 20 controles
sanos emparejados por sexo y edad, todos ellos cumpliendo los
criterios de inclusion especificados en el apartado de Materiales y

Métodos n°l.

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],
asi como los criterios del Consenso Canadiense (CCC) [52],
utilizados para el diagnéstico de SFC/EM. Las muestras control
procedieron de voluntarios sanos de la Universidad Catdlica de

Valencia y de la Mutua Valora Prevencion S.L.

La media de edad del grupo de pacientes fue de 45,6 afios
(rango 43-52 afios) mientras que en el grupo de controles fue de 46,8
afos (rango 41-62 afos).

Los resultados del cuestionario SF-36, reflej6 claras
diferencias en los parametros fisicos, incluido el funcionamiento

fisico, las limitaciones por problemas fisicos o el dolor corporal, y alta
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variabilidad en parametros psicolégicos 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.
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Figura 34: Resultados del cuestionario SF-36 de la cohorte utilizada en el
analisis de la actividad bioldgica de las VEs. Las barras horizontales indican las
medias aritméticas para cada grupo. Los bigotes muestran la desviaciéon estandar 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, segun
se indica.
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7.2. Efecto del PPP sobre el metabolismo celular

La metodologia MitoXpress-Intra Intracellular  Assay
constituye un novedoso método de deteccion de cambios de la
concentracion de oxigeno intracelular ([iO;]), cuyo fundamento se
basa en los cambios de emision 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 metodologia ofrece una monitorizaciéon
directa, a tiempo real, de los cambios en la respiracién celular.
Ademas, la inocuidad del agente MitoXpress-Intra permite el registro
de cinéticas de [iO,] a tiempos largos, y por tanto una visibn mas
amplia del efecto producido por agentes exdgenos sobre las células

sensoras [142].

Aunque la técnica ha sido frecuentemente utilizada para
detectar cambios en la respiracion celular producidos por farmacos o
biomoléculas [143], asi como para identificar cambios en la
respiraciéon producidos por alteraciones en diferentes estadios del
desarrollo [144] o problemas asociados a la cadena de transporte
electrénico [145], hasta el momento no ha sido empleada para
analizar los posibles cambios inducidos por el plasma. A este
respecto la casa comercial confirmd la adecuacion de esta
metodologia para analizar el posible efecto del plasma, como medio

condicionado, sobre cambios del oxigeno intracelular. Por tanto los
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datos obtenidos en este estudio podran servir de referencia a

estudios futuros de disefio similar.
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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).

Inicialmente, dada la total ausencia de trabajos de referencia,
hubo que poner a punto esta técnica. Para determinar si la adicion de

PPP producia algun efecto sobre la [iO,] se analizaron cuatro
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concentraciones diferentes de plasma de sujetos sanos (0,5%, 3,5%,
5% y 10%), manteniendo constante el nUmero de células por ensayo
(75.000/pocillo).

Los resultados mostrados en la Figura 35 sugirieron que el
tratamiento con PPP se tradujo en una disminucion de los niveles de
[iO,] por parte de las células sensoras. Efecto que resultd mas
notable cuanto mayor fue la proporcién de plasma utilizado, (Figura
35 A-D). Ademas, este cambio no era permanente, sino que
trascurrido un tiempo post-adicion, que dependié directamente de la
concentracion de plasma utilizada, la [iO,] retornaba a niveles
similares a los registros al inicio del ensayo (fase de recuperacion) y
a los de las células control no tratadas.

A pesar de que las cinéticas de [iO,] post-adicion de PPP
mostraban efectos de saturacion (registros maximos) en ensayos al
5%, se optd por seleccionar el tratamiento de 10% para el resto de
ensayos por mostrar cinéticas de recuperacion mas extendidas
(pasados los 480 mins), permitiendo evaluar posibles efectos tardios
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 [iO;], 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 adicion del plasma, las células tratadas experimentaron
una disminucion del 75% de la [iO;] con respecto a las células no
tratadas (Figura 36B), efecto que se extendi6 a lo largo de 180 mins
adicionales, hasta un periodo total de 240 mins. Pasado este periodo
la [iO,] aumentd, 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). Resultd
sorprendente observar que los ensayos de validacion mostraban una
fase de recuperacién notoriamente mas temprana que el ensayo
orientativo Unico inicial (Figura 36D), alertando de posible variabilidad
inter-ensayo en la medida de efectos tardios (Figura 35D y 36C),

quizas dependiente del batch celular ensayado.

Por altimo, transcurridos 480 mins tras iniciar el ensayo, las
células tratadas con el PPP de sujetos sanos, mostraron unos niveles
de [iO,] ligeramente inferiores, en torno al 5% menor que las células
no tratadas (Figura 37D), situacién que se mantuvo hasta finalizar el

ensayo.

Estos resultados sugieren que el PPP tiene un claro efecto
sobre la [iO,] 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 pequefio efecto
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residual, mostrando una disminucién de la [iO,] en comparacion con

las células no tratadas.
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Figura 36: Ensafio 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 oxigeno en relacion 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 oxigeno
en relacion 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 oxigeno 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 mostro en el apartado anterior, el tratamiento de las
células sensoras con 10% de PPP produjo un efecto significativo
sobre los niveles de [iO,] en las células de musculo 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 osmético inducido por la
presencia del agente quelante de iones EDTA, utilizado como
anticoagulante en la extraccién de sangre (K,EDTA), se realizd de
nuevo el ensayo, tratando las células con EDTA a la misma
concentracion (0,1mg/ml) que se estimaba presente en la muestra de
plasma, al realizar la extraccion de la sangre con tubos de 10 mL de
K,EDTA (BD Vacutainer® cat. 366643).

Los resultados mostraron que las células tratadas con el
anticoagulante K;EDTA, no ven modificada su [iO,], sino que siguen
un comportamiento similar al de las células no tratadas, lo que
permite descartar un posible artefacto inducido por desbalance iénico
(Figura 37A).
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A continuacién, se ensay6 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 I, que
interrumpe la fosforilacién oxidativa, con la finalidad de evidenciar la
vinculacion de este drastico efecto, inhibidor de la [iO;], con el

metabolismo mitocondrial.

Los resultados mostraron que las células sensoras tratadas
con la combinacion de PPP y Antimicina A, presentaron niveles de
[iO,] similares a las células tratadas solamente con Antimicina A.
Estos resultados indican que los cambios en la [iO,], producidos por
el tratamiento con PPP, podrian estar vinculados a cambios en el
metabolismo mitocondrial, mediante la accion de un componente de

naturaleza desconocida presente en el plasma (Figura 37B).

Por ultimo, con el objetivo de identificar la naturaleza/tipo del
compuesto (organico o inorganico) presente en plasma, éste se
sometié a un pretratamiento de inactivacion térmica, que consistié en
la incubacion a 55°C durante 30 mins previa adicién a las células. La
inactivacion térmica es un procedimiento ampliamente utilizado para

ensayar la estabilidad de componentes organicos.

Los resultados mostraron que las células tratadas con el PPP
inactivado térmicamente presentaron niveles de [iO,] 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 inactivacion,
muestran cambios de la [iO;], tal como observo anteriormente. En
definitiva, estos resultados sugirieron que las alteraciones de la [iO,]
deberian estar vinculadas a elementos termosensibles habitualmente
presentes en el PPP (Figura 37C).
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Figura 37: Controles sobre el cambio de la [iO]. A) Niveles de oxigeno intracelular
de células tratadas con la combinacion de PPP y Antimicina A (Verde), células no
tratadas (Azul) y células tratadas con Antimicina A (Morado), B) Niveles de oxigeno
intracelular de las células tratadas con el anticoagulante K,EDTA (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 oxigeno asociadas
al PPP de pacientes de SFC/EM

Aungque la presencia de elementos organicos en el PPP
resulte un hallazgo interesante, el objetivo de nuestro estudio era
evaluar posibles diferencias en el plasma de pacientes de SFC/EM
gue pudieran servir como biomarcador de la enfermedad. Para ello
se pas6é a comparar el efecto del plasma de SFC/EM sobre el
consumo de oxigeno en estas mismas células, en comparacion a un

porcentaje similar de plasma procedente de individuos sanos.

El tratamiento con PPP de SFC/EM se tradujo en cambios en
la [iO,] similares a los observados con el plasma de donantes sanos
(Figura 38A), en concreto en el periodo de 120 a 180 mins, tras
iniciar el experimento, las células tratadas mostraron una marcada
reduccion de la [iO,] del 70% con respecto a las células no tratadas
(Figura 38B), efecto que se extendi6 hasta los 300 mins post-adicion.
Pasado este tiempo y como en el caso del ensayo con plasma de
sujetos sanos, se iniciaba una recuperacion de la [iO,], como se
puede apreciar en la franja temporal de 420 a 480 mins, en la cual
las células tratadas mostraron unos niveles de [iO,] entorno al 44%
menores que las células no tratadas (Figura 38C). Por ultimo, cuando
la [iO,] de las células tratadas se estabilizo, fue interesante observar
que a diferencia del patrén de recuperacion mostrado por las células

tratadas con plasma de controles sanos, las células que recibian
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plasma de pacientes de SFC/EM nunca llegaban recuperar los
niveles considerados fisiolégicos 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 reduccion
del 20% de la [iO;] (Figura 38D), en comparacion con las células no
tratadas, situacién que se extendio 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 respiracion celular, efecto distintivo del
inducido por una fraccién equivalente de plasma de sujetos sanos.
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Figura 38: Ensafio de MitoXpress-Intra del PPP de SFC/EM, A) Cinética de
cambios en la [10;] 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 oxigeno en relacion 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 oxigeno en relacién 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 oxigeno 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 [iO,] 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 [iO,] al compararlas con las células tratadas con plasma
de pacientes (Figura 39B). Esta reduccion de la [iO,] mostro una
mayor duracion en las células tratadas con plasma de pacientes,
extendiéndose a lo largo de 300 mins, mientras que en el grupo
control tuvo una duracién de 240 mins. Tras este periodo, ambos
grupos experimentaron un aumento de la [iO,]. En este punto de
inflexion de la cinética de [iO,] 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 reduccién
del 25% de la [iO,], con referencia a las células no tratadas, mientras
que las que reciben el plasma de pacientes maostraron una reduccion
del 44% (Figura 39C).

Una vez la [iO,] se estabilizé en ambos grupos, en el intervalo
de 660 a 720 mins, se observaron diferencias significativas en la
[iO,], de forma que las células tratadas con plasma de pacientes de
SFC/EM mantuvieron unos niveles de [iO,] 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 composicion 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. Sera de interés identificar los elementos
causantes de este efecto diferencial que podrian estar relacionados
con la sintomatologia, particularmente las deficiencias metabdlicas

de los pacientes.
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Figura 39: Comparacioén del efecto sobre los niveles de [iO;] 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 oxigeno intracelular relativos en el intervalo de 120 a 180 mins tras la incubacion
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 oxigeno intracelular
relativos en el intervalo de 420 a 480 mins tras la incubacion 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 oxigeno intracelular relativos en el intervalo
de 660 a 720 mins tras la incubacion 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 andlisis espectroscopico Raman mostraron diferencias
en la composicion de las VEs derivadas del PPP de pacientes de
SFC/EM que pudieran traducirse en diferencias de su actividad
biolégica, nos preguntamos si los efectos observados sobre los
cambios sobre el [iO,], pudieran ser mediados total o parcialmente
por las VEs, ademas de que las diferencias observadas entre las
muestras de pacientes y las de los sujetos control, podran ser
causadas por las diferencias encontradas con respecto a esta
fraccion. 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 metodolégica provista en el apartado de
Materiales y Métodos n° 5.1., obviando pre-tratamiento con

proteinasa K, analizada cada una por triplicado.
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Los resultados mostraron que el tratamiento con VESs, inducia
cambios de la [iO;] similares a los observados por efecto del PPP, es
decir, inicialmente se produjo una disminucion de la [iO,] alcanzando
su maximo a los 60 mins tras iniciar el ensayo. Situacion que no
resultd6 permanente, ya que trascurridos 240 mins las células
experimentaron un aumento paulatino de la [iO,] hasta alcanzar

niveles similares a los de las células no tratadas (Figura 40A).

Comparando el efecto ejercido sobre la [iO;] 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 disminucion de la [iO;] de similar magnitud, sin
encontrarse diferencias significativas (Figura 40B). A continuacion,
cuando el efecto sobre la [iO,] comenz6é 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 [iO,] de alrededor al 50%, en comparacion con los de las
no tratadas, mientras que las células tratadas con VEs de controles
mostraron una reduccion de la [iO,] del 25% (Figura 40C), situacién
similar a la descrita con anterioridad al tratar las células directamente
con el PPP.

Por dltimo, en la franja temporal de 660 a 720 mins, las
células tratadas con VEs de pacientes de SFC/EM, presentaron una

reduccion de niveles de [iO,] 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 observé 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 [iO;] similares a las células no tratadas.

Estos resultados sugieren que las VEs pudieran ser el factor
mayormente responsable del cambio en la [iO;] por el plasma en
nuestro ensayo. Ademads, evidencian claras diferencias en el
comportamiento de las VEs de pacientes de SFC/EM con respecto a
las de controles con efectos de larga duracion. Las diferencias en las
[i0,] 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 aun por identificar.
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Figura 40: Efecto de las VEs sobre la [iO2]. A) Cinética de niveles de oxigeno
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 oxigeno en relacién
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 oxigeno en relacion 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 oxigeno 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.
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Como en el Capitulo anterior, la discusion de los resultados
se presenta estructurada segun 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 capitulo la
“Caracterizacién del tamafo, concentracién y potencial de
membrana de las VEs derivadas del plasma de pacientes de
SFC/EM?”, se realiz6 con la finalidad de identificar diferencias en las
caracteristicas fisicoquimicas de estas particulas que pudieran servir,
junto con el perfilado de microARNs, como biomarcadores de esta
enfermedad.

Aunque el uso de la ultracentrifugacion como método
preparativo de VEs proporciona fracciones de alta pureza, el
procedimiento es laborioso y requiere tanto un volumen de fluido
importante como la disposicion de equipos de alto coste. Ya que la
finalidad de este estudio es trasladar a la clinica un método
diagnostico objetivable que pueda llevar a cabo en cualquier
laboratorio, se opté por seleccionar un kit comercial que garantizara
la purificacion rapida y sencilla de VEs, sin necesidad de
instrumentos caros ni de conocimientos previos de usuario para su
manejo, a la vez que permitiera el andlisis de pequefios volimenes
de fluidos sin comprometer rendimientos. La principal limitacion

siendo la pureza de las vesiculas aisladas.
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Se selecciond el kit de aislamiento Total Exosome Isolated
From Plasma (TEIR), de entre los kits disponibles, ya que segun
Helwa et al., es el método que proporciona mayores rendimientos
utilizando pequefias cantidades de plasma, en comparacion con
otros productos comerciales o con métodos de aislamiento
alternativos como la ultracentrifugacion, la ultrafiltracion o la
cromatografia 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.

Ademas, trabajos recientes dirigidos a la comparacion 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 tamafio de las VEs extracelulares aisladas,
permitiendo comparaciones mas robustas a la hora de estimar el
tamafio de las mismas [146,147]. Por tanto, la metodologia de
aislamiento de VEs basada en la utilizacién 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 disposicion
de instrumental especifico, lo que facilitaria trasladar nuestros datos

a cualquier laboratorio clinico.

La caracterizacion de las VEs, evidencié una disminucion del

tamafio medio de las VEs, tanto en aislamientos que incluian
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tratamiento con proteinasa K como si lo obviaban (Figura 26A 'y 27A).
La disminucién en el tamafio 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

tamafio medio menor.

En cuanto a la concentracion de las VEs, solamente se
registraron diferencias significativas en muestras pretratadas con
proteinasa K (Figuras 27B). Este tratamiento enzimatico tiene la
funcion de digerir las proteinas plasmaticas contaminantes de forma
indiscriminada, eliminando posibles macrocomplejos proteicos que
pudieran distorsionar la correcta identificacion de las particulas
mediante el Andlisis de Seguimiento de Nanoparticulas. También es
posible que, al reducir la viscosidad del medio, permitan un
aislamiento de VEs mas efectivo, como de hecho, se pudo observar
algunas muestras analizadas mostraron un aumento del nimero de
particulas/ml (Figura 27B y 27D). En definitiva estos resultados
coinciden con informes previos de la Dra Ariel Feldstein, quienes asi
mismo mostraron un aumento significativo del nimero de VEs en la
sangre de pacientes de SFC/EM [51,134]. Ademas, el aumento de la

abundancia relativa de VEs, es una caracteristica frecuentemente
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descrita en enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o
el Alzheimer [148,149]. Quizas una explicacion, al menos parcial, a
este factor comun pueda ser el proceso inflamatorio subyacente en la
enfermedad [150].

Por dltimo, este estudio constituye el primero que aborda la
caracterizacion 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 mas electronegativos del grupo
SFC/EM, sugieren diferencias en la abundancia relativa de
fosfolipidos o proteinas 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 patoldgicas, 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 &cido sialico [152]. Por tanto, seria 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 capitulo consistié en: “Analizar
la capacidad discriminante de las caracteristicas de las VEs de
pacientes de SFC/EM”. Se evalu6 el potencial diagnéstico de las
caracteristicas fisicoquimicas recién detalladas, estableciendo como
requisito univariante que la diferencia entre grupos garantizara un
parametro AUC>0,75. Esta aproximacion destacO la concentracion
de VEs y su potencial de membrana, ambas tras pretratamiento con
proteinasa K, como las caracteristicas con mayor potencial
diagnéstico de entre las evaluadas, con AUC 0,80 e 0,81

respectivamente (Tabla 8).

El andlisis de la especificidad y la sensibilidad de los
parametros analizados de las VEs: nimero, tamafio y potencial de
membrana, reflejé que estas caracteristicas mostraban valores altos
de especificidad, oscilando entre el 72 al 100%, permitiendo un
diagndstico correcto con numeros reducidos de falsos positivos. En
general con valores de especificidad incrementados tras el
tratamiento con proteinasa K, a excepcion del tamafio de las VEs
cuya especificidad tras tratamiento con proteinasa K parece
reducirse. Contrariamente, la sensibilidad de las caracteristicas de
las VEs, como variables discriminantes, resulté baja oscilando entre
el 46 y el 50%. Por tanto, el diagnéstico basado en estas variables
podria 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 fendmeno
que también se identifico al analizar la capacidad discriminante de los
microARNs diferencialmente expresados en el Capitulo | de esta
tesis, situacion que podria explicarse por la alta variabilidad o
heterogeneidad patoldgica del SFC/EM, asi como el reducido numero
de muestras analizadas. Ampliar el nUmero de muestras y quizas
estratificar los pacientes en subgrupos mas homogéneos podria
resultar de ayuda para confirmar la utilidad de estos parametros

como biomarcadores del SFC/EM.

Paralelamente, el método univariante podria condicionar la
baja sensibilidad hallada, ya que el analisis individual de cada
parametro no permite identificar interacciones entre variables. Los
analisis multivariantes podrian resultar superiores para identificar qué
conjunto de entre las mdltiples caracteristicas estudiadas pudieran
presentar correlaciones, reforzando y mejorando su capacidad

diagnéstica.

Los modelos de regresion de minimos cuadrados parciales,
constituye una herramienta Util para este propdsito, ya que permite
identificar variables latentes, mejorando la identificacion de las
diferencias entre grupos [153]. En este tipo de analisis se podrian
incluir las ma&s de 900 variables analizadas: datos de test
psicométricos, analiticas sanguineas, los perfiles de microARNs de

CMSP y VEs, asi como los datos relacionados con la caracterizacion
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fisicoquimica de las VEs, permitiendo identificar qué conjunto de
variables presentan una mejor predisposicion como biomarcadores

del SFC/EM e incluso permitir modelar la enfermedad.
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El tercer objetivo de este capitulo “Identificar cambios en la
composicién de las VEs de pacientes de SFC/EM” surgié de las
diferencias halladas en potencial de membrana, y utilizé la
espectroscopia tipo Raman como estrategia reveladora de
diferencias entre grupos. Esta aproximacion constituye una técnica
comunmente utilizada para analizar diferencias en la composicion
basica de tipos celulares distintos [154]. Actualmente, se esta
extendiendo el uso de esta técnica, al estudio de organulos y otros
elementos subcelulares, tales como las mitocondrias o las VEs, como
ya se ha comentado. A este respecto, resulté interesante averiguar
que Gualerzi et al., observaron cambios de composicion de las VEs
de pacientes de Parkinson con potencial preventivo, que podrian
utilizarse para realizar un diagnéstico prematuro de esta enfermedad,

aun sin conocer la naturaleza de los mismos [138].

El analisis espectroscopico tipo Raman de la composicion de
las VEs de pacientes de SFC/EM evidenci6 diferencias en la
intensidad de algunas de las sefales indicativas de cambios en su
composicion (Figura 33). En concreto, las VEs de SFC/EM mostraron
una disminucién de la intensidad de sefial en la posicién 1003 cm™
comunmente asociada con el aminoacido aroméatico fenilalanina
[136,138]. A este respecto, la reduccion de la concentracion de
ciertos aminoacidos en el plasma de pacientes de SFC/EM,

destacando la fenilalanina, es una caracteristica sugerida por varios
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autores [28,29,155], sin encontrarse una explicacion. Contrariamente,
Xu et al., informaron del aumento de la concentracién intracelular de
fenilalanina en las CMSPs de pacientes de SFC/EM, hecho que les
llevo a hipotetizar que la acumulacion intracelular de aminoécidos,
por parte de las células, se produce en respuesta a las disfunciones
metabdlicas asociadas con esta enfermedad, cuya finalidad es
mantener la normal produccion de energia, hecho que explicaria la
baja cantidad de estas moléculas en el plasma. Los mecanismos
concretos por los que se produce esta acumulacién de fenilalanina

aun resultan desconocidos [154].

Otra de las regiones que mostré diferencias significativas fue
la region 1100-1160 cm™ con pico en 1154 cm'® relacionada con
ceramidas o carotenoides [138]. En este caso la sefial se hall6

incrementada en SFC/EM.

Si el registro correspondiera a una mayor presencia de
ceramidas, podria derivar de un incremento en la conversién de
esfingomielinas en los pacientes, ya que la sefial localizada en la
region 2800 a 3000 cm™, correspondiente a fosfolipidos, incluyendo
esfingomielinas [140], aparece disminuida. Resulta de interés
mencionar que en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, y también en relacién con el envejecimiento, se describen
cambios de la abundancia relativa de estas biomoléculas [156];

vinculandose con mecanismos reguladores de la apoptosis neuronal
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y la degeneracion de los axones, mediante el aumento del estrés
oxidativo [157]. Por tanto esta caracteristica de las VEs pudiera
relacionarse o incluso causar los sintomas de disfuncién del SNC en
el SFC/EM [2,10].

Ademas, estudios con la linea embrionaria HT-22 sugieren
que los cambios de las concentraciones fisiolégicas de ceramidas
desencadenan alteraciones del funcionamiento de las mitocondrias y
por tanto de la respiracion celular [158], lo que permitiria a su vez
explicar los desbalances energéticos asociados con el SFC/EM
[2,10].

Si por el contrario el aumento de la sefial de region 1100-
1160cm™ con pico en 1154 cm™ correspondiera a un registro de
incremento de carotenoides, se podria relacionar con la sefial
localizada en la regién 1500-1550 cm™ con pico en 1517 cm™ que
también se asocia a carotenoides [136,138] y también aparece
aumentada en SFC/EM.

El incremento de concentraciones de carotenoides libres ha
sido comunmente asociado con estados de hipotiroidismo. Situacién
en la cual, la escasez de hormonas tiroideas puede llegar a
comprometer la produccién de vitamina A, a partir de carotenoides,
propiciandose la acumulacién 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], asi 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 analiticas disponibles no incluian estos

parametros.

Por todo esto, y ante la incertidumbre de asignacién de picos
en esta técnica, se considera necesario profundizar en el analisis de
la composiciébn de las VEs de SFC/EM, mediante técnicas
complementarias como andlisis de prote6micas o de lipidomica,
quizads permitiendo identificar la naturaleza/tipo de biomoléculas
asociadas con las sefales 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 Util de cribado para futuros

estudios, condicionado, eso si, a la disponibilidad del instrumento.
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El cuarto objetivo, de este capitulo se estableci6 ante la
curiosidad de averiguar la significancia de las diferencias
fisicoquimicas de SFC/EM y su posible impacto en la funcion
bioldgica de las mismas, fue la “Caracterizacion de la actividad
bioldégica de las VEs derivadas de plasma, en un modelo celular

de musculo esquelético”.

En esta Ultima parte del estudio se utilizaron muestras
procedentes de wuna nueva cohorte de muestras, dada Ila
imposibilidad de obtener muestras adicionales de la misma cohorte
analizadas en el resto del proyecto. La seleccion de participantes de
esta nueva cohorte se realizé siguiendo estrictamente los criterios de
inclusion/exclusion, diagndstico clinico y fenotipado basado en
cuestionarios. Esto debiera hacer extensible los hallazgos a
pacientes de SFC/EM de afectacion severa en general y no solo a los

reclutados por el Biobanco monografico en Reino Unido (Figura 34).

Entre las diferentes metodologias actualmente disponibles
para el estudio de los cambios metabdlicos, se selecciond el sistema
MitoXpress-Intra Intracellular Oxygen Assays que emplea una
metodologia basada en métodos 6pticos. En comparacion con otras
metodologias basadas en el uso de microelectrodos o de la
resonancia paramagnética de electronica (RPE), ésta permitiria un
andlisis sencillo a la par que robusto de los cambios en la

concentracion de oxigeno intracelular, sin requerir complejos
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protocolos o instrumental de alto coste. Ademas, por ser una
metodologia poco invasiva, no toxica, facilitaria la evaluacion de las

cinéticas de consumo de oxigeno a tiempos largos [163,164].

Asimismo, este sistema también permite ensayar de forma
independiente, o en combinacion, la accién de diversos compuestos
exogenos sobre metabolismo celular, facilitando el analisis de los
posibles efectos que ejerceria el plasma o las VEs sobre las células
sensoras [142,164].

Resulté interesante observar que el PPP produjo cambios
drasticos en la [iO,] de las células sensoras, pudiéndose ademas
identificar diferencias en la [iO,] 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 identificacion de caracteristicas diferenciales
entre los individuos afectados de SFC/EM y sujetos sanos, este
fendbmeno, no descrito previamente ni en la bibliografia ni en los
manuales de este sistema, llamé nuestra atencion, ya que este
trabajo supondria el primero que evalia el efecto del plasma

utilizando este sistema.

La existencia de elementos diferenciales en el plasma de
pacientes de SFC/EM, es una caracteristica que ha sido observada

por varios autores a lo largo del tiempo, llegandose a hablar de un
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“factor plasmatico” 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, informé el afio pasado
gue el plasma de pacientes de SFC/EM presentaba diferencias en la
resistencia eléctrica, aspecto que podria ser Util para el desarrollo de
un test rapido de diagndstico de la enfermedad [167].

El efecto del tratamiento con VEs sobre los niveles de [iO,]
mostré que las VEs ejercen un efecto similar al derivado de tratar las
células sensoras con el PPP completo. Ademas, resulté de interés
observar como el tratamiento con VEs de pacientes produjo un efecto
diferencial sobre los niveles de oxigeno, con respecto al producido
por VEs del grupo control. Indicando que, efectivamente, las
propiedades fisicoquimicas, previamente identificadas, de las VEs de

pacientes de SFC/EM deben condicionar su actividad bioldgica.

A este respecto, los cambios en la concentracién de
fenilalanina y/o ceramidas, identificados mediante espectroscépica
Raman en las VEs de pacientes de SFC/EM podrian constituir el
elemento mediador de este efecto metabdlico, ya que la alteracion en
su concentracion se ha relacionado con efectos en la respiracién

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 [iO,], junto a las
diferencias previamente identificadas con respecto al potencial de
membrana, sugieren que las VEs, podrian constituir de hecho el
“factor plasmatico” 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 identificacion de la naturaleza o tipo
de este “factor plasmatico”, al evidenciar, por vez primera,
caracteristicas distintivas de uno de los componentes del plasma que
pudieran desencadenar y perpetuar cambios metabdlicos en el
individuo, siendo las VEs las que podrian estar detras de este efecto.

Adicional a las VEs, otro componente recientemente
identificado en sangre y que fraccionaria con el PPP son
mitocondrias funcionales libres que de ser incorporadas por las
células sensor podrian llevar a diferencias entre grupos de muestras
que incluyan pacientes con enfermedades metabdlicas [169]. Sera de
interés por tanto determinar el impacto de esta fraccién en futuros

ensayos MitoXpress.

Con respecto a los cambios fisiolégicos 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

275



Capitulo IlI: Discusion

expresion de proteinas reguladoras de la mitocondria, incluyendo
proteinas relacionadas con la cadena de transporte electronico, la
superédxido dismutasa (SOD) o la acil-CoA sintetasa [170]. La
presencia de elementos de origen bacteriano en el torrente
sanguineo de pacientes de SFC/EM, tales como los lipopolisacéridos
de pared, es una caracteristica ampliamente descrita, cuyo origen se
relaciona con alteraciones de la permeabilidad intestinal facilitando el
paso de elementos entre los que podrian incluirse VEs [2,13]. Por
este motivo, seria 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 caracterizacion fisicoquimica de
estas particulas, se deben a la presencia de VEs de origen

bacteriano en los plasmas de pacientes de SFC/EM.

Ademas, el hecho de que las caracteristicas fisicoquimicas de
las VEs presenten una capacidad discriminatoria aceptable, abre la
posibilidad de desarrollar un método de deteccion, que las incorpore
junto la expresion diferencial de microARNs como herramienta
diagndstica del SFC/EM. Queda por confirmar, sin embargo, si las
caracteristicas fisicoquimicas y de su actividad biol6gica descritas
son especificas 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 requerird estudios de continuacion en otras cohortes de

enfermos.
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Tal como se anticipaba en la seccion 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 gréficamente, 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 relacion los sintomas de la
enfermedad. Estos analisis funcionales afiaden a la identificacion de
posibles biomarcadores la posibilidad de desvelar su participacion en
el SFC/EM, y por tanto su utilidad como dianas terapéuticas, asi

como para futuros modelajes de la enfermedad.

A pesar de las escasas coincidencias en los perfiles de
microARNSs 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 accién de la proteina MECP2, cascadas de los
Receptores de tirosina quinasa neurotréficos (NTRKS) y procesos del
Silenciamiento post-transcripcional mediado por ARNs de pequefio
tamafio. Su asociacion con el SFC/EM ademas se confirm6 mediante
diferencias a nivel transcripcional de genes relevantes de estas rutas,
segun resultados de RT-gPCR (Figura 41C). Estas alteraciones
funcionales permitirian explicar los mecanismos subyacentes de

varios de los sintomas que cursan con la enfermedad, incluida la
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disminucion del umbral del dolor y dolor neuropético, problemas
cognitivos, procesos de neuroinflamacién o  deficiencias
inmunoldgicas, ademas de una posible vinculacion con el Sindrome
de Rett, enfermedad que guarda grandes similitudes
sintomatolégicas y epidemioldgicas con el que el SFC/EM. También
sugieren una importante participacion de mecanismos epigenéticos

sensibles a factores ambientales en el SFC/EM (Figura 41D).

Adicional a la posibilidad de la participacion de los microARNs
diferencialmente expresados como factores desencadenantes y de
mantenimiento de la enfermedad, encontramos que las VEs en
SFC/EM presentan caracteristicas fisicoquimicas y de su actividad
biologica distintivas (Figura 41E), incluyendo efectos metabdlicos
ligados al consumo de oxigeno que podrian explicar la fatiga crénica
mediante alteraciones de obtencion de energia, asi como el malestar
exacerbado por esfuerzo fisico, sintomas centrales de la enfermedad
(Figura 41F). Estos hallazgos sientan las bases de estudios de
continuacién que validen su relacion con el SFC/EM severo y
esclarezcan su posible relacion con el grado de afectacion y
cronicidad con fines diagnésticos. También se estima que garanticen
exploraciones adicionales de su posible contribucion causal, de su
relacion 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 andlisis de enriquecimiento funcional, y genes validados por
RT-gPCR. D) Alteraciones biolégicas vinculadas a las rutas celulares identificadas
tras el andlisis de enriquecimiento funcional. E) Caracteristicas fisicoquimicas de las
VEs de pacientes de SFC/EM. F) Efecto sobre los niveles de [iO,] 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 MECP?2 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 poblacion de mujeres con SFC/EM estudiada en este
trabajo, se caracterizO por una afeccion fisica severa y dolor
moderado-alto, y por niveles reducidos de la enzima creatina

quinasa en sus analiticas sanguineas.

2. El andlisis de expresion diferencial mostr6 un total de
veintisiete microARNSs diferencialmente expresados en las muestras
de SFC/EM, diecisiete en CMSP y diez en VEs.

3. El andlisis de enriquecimiento funcional sefial6 rutas celulares
relacionadas con el silenciamiento post-traduccional mediado por
ARN pequenfio, la sefalizacion mediada por NTRKs y un conjunto
de cascadas relacionadas con la accion de la proteina MECP2
como posibles defectos en el SFC/EM.

4. Las VEs derivadas del plasma de pacientes de SFC/EM, se
caracterizan por ser mas abundantes, presentar un menor tamafio y
un potencial de membrana mas 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 valoracién de la capacidad discriminante de los posibles
marcadores estudiados mostré 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 fraccion de CMSP, los microARNs hsa-miR-4454 & hsa-miR-
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7975 de la fraccion de VEs y el potencial de membrana tras el
tratamiento con proteinasa K las variables con mejor capacidad
discriminante (AUC>0.8).

6. El andlisis de la especificidad y sensibilidad de las variables
con capacidad discriminante aceptable mostro valores elevados de
especificidad, pero escasa sensibilidad, siendo necesarios estudios
de continuidad con cohortes ma&s numerosas, asi como la

exploracién de modelos multivariantes.

7. La espectroscopia Raman evidenci6 cambios en la
composicion de las VEs de los pacientes de SFC/EM, que pueden
relacionarse con su baja electronegatividad y con alteraciones de
su actividad biolégica, emergiendo como herramienta Util para

futuros cribados.

8. Este estudio permitié 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
oxigeno celular con registro a tiempo real. Su uso sirvi6 para
detectar cinéticas diferenciales con el plasma de pacientes de
SFC/EM.

9. El tratamiento de células musculares con VEs purificadas

rindié cinéticas similares a las obtenidas con plasma completo,
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permitiendo la identificacion del hipotético “factor plasmatico” de la

enfermedad.
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Tabla suplementaria 1: Panel de microARNs nCounter Human miRNA Panel v3

n
MIMAT0000062

Secuencia
UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

5p
hsa-let-7b-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-let-7e-5p

MIMATO0000063
MIMAT0000064
MIMATO0000065
MIMATO0000066

UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU

hsa-let-7f-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-28-5p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-30a-3p
hsa-miR-31-5p
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-33a-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-95-3p
hsa-miR-96-5p
hsa-miR-98-5p
hsa-miR-99a-5p
hsa-miR-100-5p
hsa-miR-101-3p MIMAT0000098
hsa-miR-28b-3p MIMAT0000100
hsa-miR-103a-3p MIMAT0000101
hsa-miR-105-5p MIMAT0000102
hsa-miR-106a-5p MIMAT0000103
hsa-miR-107 MIMAT0000104
hsa-miR-182-5p MIMAT0000222
hsa-miR-196a-5p MIMAT0000226
hsa-miR-197-3p MIMAT0000227
hsa-miR-198 MIMAT0000228
hsa-miR-199a-5p MIMAT0000231
hsa-miR-199a-3p MIMAT0000232
hsa-miR-208a-3p MIMAT0000241
hsa-miR-129-5p MIMAT0000242
hsa-miR-148a-3p MIMAT0000243
hsa-miR-30c-5p MIMAT0000244
hsa-miR-30d-5p MIMAT0000245
hsa-miR-139-5p MIMAT0000250
hsa-miR-147a  MIMAT0000251
hsa-miR-7-5p  MIMAT0000252
hsa-miR-10a-5p MIMAT0000253
hsa-miR-10b-5p MIMAT0000254
hsa-miR-34a-5p MIMAT0000255
hsa-miR-181a-5p MIMAT0000256

MIMATO0000067
MIMAT0000068
MIMAT0000069
MIMATO0000070
MIMAT0000072
MIMATO0000073
MIMATO0000074
MIMAT0000075
MIMATO0000076
MIMATO0000077
MIMAT0000078
MIMAT0000080
MIMATO0000081
MIMAT0000082
MIMATO0000083
MIMATO0000084
MIMATO0000085
MIMATO0000086
MIMATO0000087
MIMAT0000088
MIMATO0000089
MIMATO0000090
MIMAT0000091
MIMAT0000092
MIMATO0000093
MIMATO0000084
MIMATO0000095
MIMATO0000096
MIMATO0000087
MIMAT0000098

UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
AAGGAGCUCACAGUCUAUUGAG
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
CUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGC
AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU
UAUUGCACAUUACUAAGUUGCA
GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
UUCAACGGGUAUUUAUUGAGCA
UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU
UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU
AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG
UACAGUACUGUGAUAACUGAA
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
UCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGU
AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA
CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG
UUCACCACCUUCUCCACCCAGC
GGUCCAGAGGGGAGAUAGGUUC
CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC
ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU
CUUUUUGCGGUCUGGGCUUGC
UCAGUGCACUACAGAACUUUGU
UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
UCUACAGUGCACGUGUCUCCAG
GUGUGUGGAAAUGCUUCUGC
UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG
UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU

hsa-miR-181b-5pMIMAT0000257 AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU

hsa-miR-181¢-5p MIMAT0000258

AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU

hsa-miR-182-5p MIMAT0000258 UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU|

hsa-miR-182-3p MIMAT0000260
hsa-miR-183-5p MIMAT0000261
hsa-miR-187-3p MIMAT0000262
hsa-miR-199b-5pMIMAT0000263
hsa-miR-203a-3p MIMAT0000264
hsa-miR-204-5p MIMAT0000265
hsa-miR-205-5p MIMAT0000266
hsa-miR-210-3p MIMAT0000267
hsa-miR-211-5p MIMAT0000268
hsa-miR-212-3p MIMAT0000269
hsa-miR-181a-3p MIMAT0000270
hsa-miR-214-3p MIMAT0000271
hsa-miR-215-5p MIMAT0000272
hsa-miR-216a-5p MIMAT0000273
hsa-miR-217 MIMAT0000274
hsa-miR-218-5p MIMAT0000275
hsa-miR-219a-5p MIMAT0000276

UGGUUCUAGACUUGCCAACUA
UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
UCGUGUCUUGUGUUGCAGCCGG
CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC
GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG
CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA
UUCCCUUUGUCAUCCUUCGCCU
UAACAGUCUCCAGUCACGGCC
ACCAUCGACCGUUGAUUGUACC
ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU
AUGACCUAUGAAUUGACAGAC
UAAUCUCAGCUGGCAACUGUGA
UACUGCAUCAGGAACUGAUUGGA
UUGUGCUUGAUCUAACCAUGU
UGAUUGUCCAAACGCAAUUCU

hsa-miR-221-3p MIMAT0000278 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC

hsa-miR-222-3p MIMAT0000279
hsa-miR-223-3p MIMAT0000280
hsa-miR-224-5p MIMAT0000281
hsa-miR-200b-3p MIMAT0000318

hsa-let-7g-5p MIMATO0000414
hsa-let-7i-5p MIMAT0000415
hsa-miR-1-3p  MIMAT0000416

hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-122-5p MIMAT0000421
hsa-miR-124-3p MIMAT0000422
hsa-miR-125b-5pMIMAT0000423
hsa-miR-128-3p MIMAT0000424
hsa-miR-130a-3p MIMAT0000425
hsa-miR-132-3p MIMAT0000426
hsa-miR-133a-3p MIMAT0000427
hsa-miR-135a-5p MIMAT0000428
hsa-miR-137 MIMAT0000429

MIMAT0000417
MIMAT0000418
MIMAT0000419
MIMAT0000420

AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
CAAGUCACUAGUGGUUCCGUU
UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
UAUGGCUUUUUAUUCCUAUGUGA
UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG

roARN
38-5p

Identificacion Secuencia (5°
MIMAT0000430 AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG
MIMAT0000431 CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
MIMAT0000432 UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
MIMATO0000433  CAUAAAGUAGAAAGCACUACU
MIMAT0000434 UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
MIMAT0000435 UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
MIMATO0000436  UACAGUAUAGAUGAUGUACU
MIMAT0000437 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
MIMAT0000438 UCAGUGCAUGACAGAACUUGG
MIMATO0000439 UUGCAUAGUCACAAAAGUGAUC
hsa-miR-191-5p MIMAT0000440 CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
hsa-miR-9-5p  MIMAT0000441 UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
hsa-miR-125a-5p MIMAT0000443 UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA|
hsa-miR-126-3p MIMAT0000445 UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
hsa-miR-127-3p MIMAT0000446 UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU
hsa-miR-134-5p MIMAT0000447 UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG
hsa-miR-136-5p MIMAT0000448 ACUCCAUUUGUUUUGAUGAUGGA
hsa-miR-146a-5p MIMAT0000448 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU

psa-mi
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-144-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-152-3p
hsa-miR-153-3p

}ws_x_
= 29-3p MIMAT0001628 AACACACCUGGUUAACCUCUUU
hsa-miR-323b-5pMIMAT0001630 AGGUUGUCCGUGGUGAGUUCGCA
hsa-miR-451a  MIMAT0001631 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
hsa-miR-452-5p MIMAT0001635 AACUGUUUGCAGAGGAAACUGA
hsa-miR-409-5p MIMAT0001638 AGGUUACCCGAGCAACUUUGCAU

hsa-miR-149-5p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-154-5p
hsa-miR-184

hsa-miR-185-5p
hsa-miR-186-5p MIMAT0000456
hsa-miR-188-5p MIMAT0000457
hsa-miR-190a-5p MIMAT0000458
hsa-miR-193a-3p MIMAT0000459
hsa-miR-194-50 MIMAT0000460
hsa-miR-195-5p MIMAT0000461
hsa-miR-206  MIMAT0000462
hsa-miR-320a  MIMAT0000510
hsa-miR-200c-3p MIMAT0000617
hsa-miR-155-5p MIMAT0000646
hsa-miR-106b-5p MIMAT0000680
hsa-miR-29¢-3p MIMAT0000681
hsa-miR-200a-3p MIMAT0000682

MIMAT0000451
MIMAT0000452
MIMAT0000454
MIMAT0000455

MIMAT0000450 UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC

UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
UAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCG
UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU
UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA
CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU
CAUCCCUUGCAUGGUGGAGGG
UGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGU
AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU
UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA
UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA
UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA

UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU

UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
UAACACUGUCUGGUAACGAUGU

hsa-miR-302a-5p MIMAT0000683 ACUUAAACGUGGAUGUACUUGCU
hsa-miR-302a-3p MIMAT0000684 UAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGA
hsa-miR-34¢-5p MIMAT0000686 AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC

hsa-miR-299-3p MIMAT0000687
hsa-miR-301a-3p MIMAT0000688
hsa-miR-99b-5p MIMAT0000689
hsa-miR-296-5p MIMAT0000690
hsa-miR-130b-3p MIMAT0000691
hsa-miR-30e-5p MIMAT0000692
hsa-miR-30e-3p MIMAT0000693

UAUGUGGGAUGGUAAACCGCUU
CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC
CACCCGUAGAACCGACCUUGCG
AGGGCCCCCCCUCAAUCCUGU
CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU
UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC

hsa-miR-361-5p MIMAT0000703 UUAUCAGAAUCUCCAGGGGUAC
hsa-miR-362-5p MIMAT0000705 AAUCCUUGGAACCUAGGUGUGAGU
hsa-miR-363-3p MIMAT0000707 AAUUGCACGGUAUCCAUCUGUA
hsa-miR-365a-3p MIMAT0000710 UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUAU
hsa-miR-302b-3p MIMAT0000715 UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAG
hsa-miR-302¢c-3p MIMAT0000717 UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG
hsa-miR-302d-3p MIMAT0000718 UAAGUGCUUCCAUGUUUGAGUGU
hsa-miR-367-3p MIMAT0000719 AAUUGCACUUUAGCAAUGGUGA
hsa-miR-376¢-3p MIMAT0000720  AACAUAGAGGAAAUUCCACGU
hsa-miR-369-3p MIMAT0000721 AAUAAUACAUGGUUGAUCUUU
hsa-miR-370-3p MIMAT0000722 GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU
hsa-miR-372-3p MIMAT0000724 AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU
hsa-miR-373-3p MIMAT0000726 GAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGU
hsa-miR-374a-5p MIMAT0000727 UUAUAAUACAACCUGAUAAGUG
hsa-miR-375  MIMAT0000728 UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA
hsa-miR-376a-3p MIMAT0000728  AUCAUAGAGGAAAAUCCACGU
hsa-miR-377-3p MIMAT0000730 AUCACACAAAGGCAACUUUUGU
hsa-miR-379-5p MIMAT0000733 UGGUAGACUAUGGAACGUAGG
hsa-miR-380-3p MIMAT0000735 UAUGUAAUAUGGUCCACAUCUU
hsa-miR-381-3p MIMAT0000736 UAUACAAGGGCAAGCUCUCUGU
hsa-miR-382-5p MIMAT0000737 GAAGUUGUUCGUGGUGGAUUCG
hsa-miR-383-5p MIMAT0000738 AGAUCAGAAGGUGAUUGUGGCU
hsa-miR-330-3p MIMAT0000751 GCAAAGCACACGGCCUGCAGAGA
hsa-miR-328-3p MIMAT0000752 CUGGCCCUCUCUGCCCUUCCGU
hsa-miR-342-3p MIMAT0000753 UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
hsa-miR-337-3p MIMAT0000754 CUCCUAUAUGAUGCCUUUCUUC
hsa-miR-323a-3p MIMAT0000755 CACAUUACACGGUCGACCUCU
hsa-miR-326 MIMAT0000756 CCUCUGGGCCCUUCCUCCAG
hsa-miR-151a-3p MIMAT0000757 CUAGACUGAAGCUCCUUGAGG
hsa-miR-135b-5p MIMAT0000758 UAUGGCUUUUCAUUCCUAUGUGA
hsa-miR-148b-3p MIMAT0000758 UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU
phsa-miR-331-3p MIMAT0000760 GCCCCUGGGCCUAUCCUAGAA
hsa-miR-324-5p MIMAT0000761 CGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUGU
hsa-miR-324-3p MIMAT0000762 ACUGCCCCAGGUGCUGCUGG

hsa-miR-339-5p MIMAT0000764 UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG
hsa-miR-335-5p MIMAT0000765 UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU
psa-miR-1336  MIMAT0000770 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
psa-miR-325  MIMAT0000771 CCUAGUAGGUGUCCAGUAAGUGU
hsa-miR-345-5p MIMAT0000772 GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC
hsa-miR-346  MIMAT0000773 UGUCUGCCCGCAUGCCUGCCUCU
hsa-miR-384 MIMATO0001075  AUUCCUAGAAAUUGUUCAUA

hsa-miR-196b-5p MIMAT0001080 UAGGUAGUUUCCUGUUGUUGGG
hsa-miR-422a MIMAT0001338 ACUGGACUUAGGGUCAGAAGGC
hsa-miR-423-3p MIMAT0001340 AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU
hsa-miR-424-5p MIMAT0001341 CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA
hsa-miR-18b-5p MIMAT0001412 UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAG
hsa-miR-20b-5p MIMAT0001413 CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
hsa-miR-448 MIMAT00015632 UUGCAUAUGUAGGAUGUCCCAU
hsa-miR-429 MIMAT0001536 UAAUACUGUCUGGUAAAACCGU
hsa-miR-448a  MIMAT0001541 UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU
hsa-miR-450a-5p MIMAT0001545 UUUUGCGAUGUGUUCCUAAUAU
hsa-miR-369-5p MIMAT0001621 AGAUCGACCGUGUUAUAUUCGC
hsa-miR-431-5p MIMAT0001625 UGUCUUGCAGGCCGUCAUGCA
hsa-miR-433-3p MIMAT0001627 AUCAUGAUGGGCUCCUCGGUGU

hsa-miR-409-3p MIMAT0001639
hsa-miR-412-3p MIMAT0002170
hsa-miR-410-3p MIMAT0002171
hsa-miR-376b-3pMIMAT0002172
hsa-miR-483-3p MIMAT0002173
hsa-miR-484 MIMAT0002174
hsa-miR-485-5p MIMAT0002175
hsa-miR-485-3p MIMAT0002176
hsa-miR-487a-3p MIMAT0002178
hsa-miR-489-3p MIMAT0002805
hsa-miR-480-3p MIMAT0002806
hsa-miR-491-5p MIMAT0002807
hsa-miR-511-5p MIMAT0002808
hsa-miR-146b-5p MIMAT0002809
hsa-miR-202-3p MIMAT0002811
hsa-miR-492 MIMAT0002812

hsa-miR-494-3p MIMAT0002816
hsa-miR-495-3p MIMAT0002817
hsa-miR-496 MIMAT0002818
hsa-miR-193b-3pMIMAT0002819
hsa-miR-497-5p MIMAT0002820

hsa-miR-512-5p
hsa-miR-512-3p
hsa-miR-498

hsa-miR-520e

hsa-miR-515-5p
hsa-miR-515-3p MIMAT0002827
hsa-miR-519e-3pMIMAT0002829
hsa-miR-520f-3p MIMAT0002830
hsa-miR-519¢-5p MIMAT0002831
hsa-miR-519c-3p MIMAT0002832
hsa-miR-520a-5p MIMAT0002833
hsa-miR-520a-3p MIMAT0002834
hsa-miR-526b-5pMIMAT0002835
hsa-miR-519b-3pMIMAT0002837
hsa-miR-525-5p MIMAT0002838
hsa-miR-525-3p MIMAT0002839

MIMAT0002822
MIMAT0002823
MIMAT0002824
MIMAT0002825

hsa-miR-520¢c-3p MIMAT0002846

hsa-miR-518¢-3p MIMAT0002848
hsa-miR-524-3p MIMAT0002850
hsa-miR-517a-3p MIMAT0002852
hsa-miR-519d-3pMIMAT0002853
hsa-miR-521 MIMAT0002854
hsa-miR-520d-5p MIMAT0002855
hsa-miR-520d-3p MIMAT0002856
hsa-miR-517b-3pMIMAT0002857

hsa-miR-516b-5pMIMAT0002859
hsa-miR-516b-3p MIMAT0002860
hsa-miR-518e-3pMIMAT0002861
hsa-miR-527 MIMAT0002862
hsa-miR-518d-3pMIMAT0002864
hsa-miR-517¢-3p MIMAT0002866
hsa-miR-520n  MIMAT0002867
hsa-miR-522-3p MIMAT0002868
hsa-miR-519a-3p MIMAT0002869
hsa-miR-499a-5p MIMAT0002870
hsa-miR-501-5p MIMAT0002872
hsa-miR-502-5p MIMAT0002873
hsa-miR-503-5p
hsa-miR-504-5p MIMAT0002875
hsa-miR-505-3p MIMAT0002876
hsa-miR-513a-5p MIMAT0002877
hsa-miR-508-3p MIMAT0002878
hsa-miR-507  MIMAT0002879
hsa-miR-508-3p MIMAT0002880
hsa-miR-508-3p MIMAT0002881
hsa-miR-510-5p MIMAT0002882
hsa-miR-514a-3p MIMAT0002883
hsa-miR-532-5p MIMAT0002888
hsa-miR-299-5p MIMAT0002890
hsa-miR-455-5p MIMAT0003150
hsa-miR-493-3p MIMAT0003161
hsa-miR-539-5p MIMAT0003163
hsa-miR-544a  MIMAT0003164
hsa-miR-545-3p MIMAT0003165
hsa-miR-487b-3pMIMAT0003180
hsa-miR-561a  MIMAT0003214
hsa-miR-552-3p MIMAT0003215
hsa-miR-553 MIMAT0003216
hsa-miR-554 MIMAT0003217
hsa-miR-92b-3p MIMAT0003218
hsa-miR-555 MIMAT0003219
hsa-miR-566-5p MIMAT0003220
hsa-miR-561-3p MIMAT0003225
hsa-miR-562 MIMAT0003226
hsa-miR-563 MIMAT0003227

GAAUGUUGCUCGGUGAACCCCU
ACUUCACCUGGUCCACUAGCCGU
AAUAUAACACAGAUGGCCUGU
AUCAUAGAGGAAAAUCCAUGUU
UCACUCCUCUCCUCCCGUCUU
UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU
AGAGGCUGGCCGUGAUGAAUUC
GUCAUACACGGCUCUCCUCUCU
AAUCAUACAGGGACAUCCAGUU
GUGACAUCACAUAUACGGCAGC
CAACCUGGAGGACUCCAUGCUG
AGUGGGGAACCCUUCCAUGAGG
GUGUCUUUUGCUCUGCAGUCA
UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU
AGAGGUAUAGGGCAUGGGAA
AGGACCUGCGGGACAAGAUUCUU

hsa-miR-432-5p MIMAT0002814 UCUUGGAGUAGGUCAUUGGGUGG|

UGAAACAUACACGGGAAACCUC
AAACAAACAUGGUGCACUUCUU
UGAGUAUUACAUGGCCAAUCUC
AACUGGCCCUCAAAGUCCCGCU
CAGCAGCACACUGUGGUUUGU

hsa-miR-181d-5pMIMAT0002821 AACAUUCAUUGUUGUCGGUGGGU

CACUCAGCCUUGAGGGCACUUUC
AAGUGCUGUCAUAGCUGAGGUC
UUUCAAGCCAGGGGGCGUUUUUC
AAAGUGCUUCCUUUUUGAGGG

MIMAT0002826 UUCUCCAAAAGAAAGCACUUUCUG|

GAGUGCCUUCUUUUGGAGCGUU
AAGUGCCUCCUUUUAGAGUGUU
AAGUGCUUCCUUUUAGAGGGUU
CUCUAGAGGGAAGCGCUUUCUG
AAAGUGCAUCUUUUUAGAGGAU
CUCCAGAGGGAAGUACUUUCU
AAAGUGCUUCCCUUUGGACUGU
CUCUUGAGGGAAGCACUUUCUGU
AAAGUGCAUCCUUUUAGAGGUU
CUCCAGAGGGAUGCACUUUCU
GAAGGCGCUUCCCUUUAGAGCG

hsa-miR-523-3p MIMAT0002840 GAACGCGCUUCCCUAUAGAGGGU

hsa-miR-518f-3p MIMAT0002842 GAAAGCGCUUCUCUUUAGAGG
hsa-miR-520b  MIMAT0002843 AAAGUGCUUCCUUUUAGAGGG
hsa-miR-518b  MIMAT0002844 CAAAGCGCUCCCCUUUAGAGGU
hsa-miR-526a  MIMAT0002845 CUCUAGAGGGAAGCACUUUCUG

AAAGUGCUUCCUUUUAGAGGGU

hsa-miR-518¢-5p MIMAT0002847 UCUCUGGAGGGAAGCACUUUCUG

CAAAGCGCUUCUCUUUAGAGUGU
GAAGGCGCUUCCCUUUGGAGU
AUCGUGCAUCCCUUUAGAGUGU
CAAAGUGCCUCCCUUUAGAGUG
AACGCACUUCCCUUUAGAGUGU
CUACAAAGGGAAGCCCUUUC
AAAGUGCUUCUCUUUGGUGGGU
AUCGUGCAUCCCUUUAGAGUGU

hsa-miR-520g-3pMIMAT0002858 ACAAAGUGCUUCCCUUUAGAGUGU|

AUCUGGAGGUAAGAAGCACUUU
UGCUUCCUUUCAGAGGGU
AAAGCGCUUCCCUUCAGAGUG
CUGCAAAGGGAAGCCCUUUC
CAAAGCGCUUCCCUUUGGAGC
AUCGUGCAUCCUUUUAGAGUGU
ACAAAGUGCUUCCCUUUAGAGU
AAAAUGGUUCCCUUUAGAGUGU
AAAGUGCAUCCUUUUAGAGUGU
UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU
AAUCCUUUGUCCCUGGGUGAGA
AUCCUUGCUAUCUGGGUGCUA

MIMAT0002874 UAGCAGCGGGAACAGUUCUGCAG

AGACCCUGGUCUGCACUCUAUC
CGUCAACACUUGCUGGUUUCCU
UUCACAGGGAGGUGUCAU
UAAGGCACCCUUCUGAGUAGA
UUUUGCACCUUUUGGAGUGAA
UGAUUGUAGCCUUUUGGAGUAGA
UGAUUGGUACGUCUGUGGGUAG
UACUCAGGAGAGUGGCAAUCAC
AUUGACACUUCUGUGAGUAGA
CAUGCCUUGAGUGUAGGACCGU
UGGUUUACCGUCCCACAUACAU
UAUGUGCCUUUGGACUACAUCG
UGAAGGUCUACUGUGUGCCAGG
GGAGAAAUUAUCCUUGGUGUGU
AUUCUGCAUUUUUAGCAAGUUC
UCAGCAAACAUUUAUUGUGUGC
AAUCGUACAGGGUCAUCCACUU
GCGACCCACUCUUGGUUUCCA
AACAGGUGACUGGUUAGACAA
AAAACGGUGAGAUUUUGUUUU
GCUAGUCCUGACUCAGCCAGU
UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCC
AGGGUAAGCUGAACCUCUGAU
GAUGAGCUCAUUGUAAUAUGAG
CAAAGUUUAAGAUCCUUGAAGU
AAAGUAGCUGUACCAUUUGC
AGGUUGACAUACGUUUCCC




Continuacion tabla suplementaria 1

MICrOARN Identificacion Secuencia (53
hsa-miR-564 MIMAT0003228 AGGCACGGUGUCAGCAGGC
hsa-miR-566 MIMATO0003230 GGGCGCCUGUGAUCCCAAC
hsa-miR-567 MIMATO003231  AGUAUGUUCUUCCAGGACAGAAC
hsa-miR-568 MIMAT0003232 AUGUAUAAAUGUAUACACAC
hsa-miR-561b-3p MIMATO0003233 GCGACCCAUACUUGGUUUCAG
hsa-miR-570-3p MIMAT0003235 CGAAAACAGCAAUUACCUUUGC
hsa-miR-571 MIMAT0003238 UGAGUUGGCCAUCUGAGUGAG
hsa-miR-572 MIMATO003237  GUCCGCUCBGCGBUGBGCCCA
hsa-miR-573 MIMAT0003238 CUGAAGUGAUGUGUAACUGAUCAG
hsa-miR-574-3p  MIMAT0003238  CACGCUCAUGCACACACCCACA
hsa-miR-575 MIMAT0003240 GAGCCAGUUGGACAGGAGC
hsa-miR-576-5p  MIMAT0003241  AUUCUAAUUUCUCCACGUCUUU
hsa-miR-577 MIMAT0003242 UAGAUAAAAUAUUGGUACCUG
hsa-miR-678 MIMAT0003243 CUUCUUGUGCUCUAGGAUUGU
hsa-miR-578-3p  MIMAT0003244 UUCAUUUGGUAUAAACCGCGAUU
hsa-miR-580-3p  MIMAT0003245 UUGAGAAUGAUGAAUCAUUAGG
hsa-miR-582-5p  MIMAT0003247  UUACAGUUGUUCAACCAGUUACU
hsa-miR-584-5p  MIMAT0003248 UUAUGGUUUGCCUGGGACUGAG
hsa-miR-585-3p  MIMATO0003250 UGGGCGUAUCUGUAUGCUA
hsa-miR-548a-3p MIMAT0003251 CAAAACUGGCAAUUACUUUUGC
hsa-miR-587 MIMAT0003253 UUUCCAUAGGUGAUGAGUCAC
hsa-miR-548b-3p MIMAT0003254 CAAGAACCUCAGUUGCUUUUGU
hsa-miR-590-5p  MIMATO003258 GAGCUUAUUCAUAAAAGUGCAG
hsa-miR-591 MIMATO003259  AGACCAUGGGUUCUCAUUGU
hsa-miR-592 MIMATO003280 UUGUGUCAAUAUGCGAUGAUGU
hsa-miR-595 MIMATO003283  GAAGUBUGCCGUGGUGUGUCU
hsa-miR-586 MIMAT0003264 AAGCCUGCCCGGCUCCUCGGG
hsa-miR-5697-5p  MIMATO0003285 UGUGUCACUCGAUGACCACUGU
hsa-miR-688-3p MIMAT0003266 UACGUCAUCGUUGUCAUCGUCA
hsa-miR-598 MIMATO003287 GUUGUGUCAGUUUAUCAAAC
hsa-miR-600 MIMAT0003268 ACUUACAGACAAGAGCCUUGCUC
hsa-miR-601 MIMATO003289  UGGUCUAGGAUUGUUGGAGGAG
hsa-miR-603 MIMAT0003271 CACACACUGCAAUUACUUUUGC
hsa-miR-604 MIMAT0003272 AGGCUGCGGAAUUCAGGAC
hsa-miR-605-5p MIMAT0003273 UAAAUCCCAUGGUGCCUUCUCCU
hsa-miR-806 MIMAT0003274 AAACUACUGAAAAUCAAAGAL
hsa-miR-607 MIMAT0003275 GUUCAAAUCCAGAUCUAUAAC
hsa-miR-508 MIMATO00032768 AGGGGUGGUGUUGGGACAGCUCCGU)
hsa-miR-610 MIMAT0003278  UGAGCUAAAUGUGUGCUGGGA
hsa-miR-612 MIMATO0003280 GCUGGGCAGGGCUUCUGAGCUCCUU
hsa-miR-613 MIMAT0003281 AGGAAUGUUCCUUCUUUGCC
hsa-miR-614 MIMAT0003282 GAACGCCUGUUCUUGCCAGGUGG
hsa-miR-615-3p MIMATO0003283 UCCGAGCCUGGGUCUCCCUCUU
hsa-miR-617 MIMATO003286  AGACUUCCCAUUUGAAGGUGGC
hsa-miR-619-3p  MIMATO0003288 GACCUGGACAUGUUUGUGCCCAGU
hsa-miR-620 MIMATO003289  AUGGAGAUAGAUAUAGAAAU
hsa-miR-625-5p  MIMAT0003284 ~ AGGGGGAAAGUUCUAUAGUCC
hsa-miR-626 MIMAT0003295 AGCUGUCUGAAAAUGUCUY
hsa-miR-627-5p MIMATO0003286 GUGAGUCUCUAAGAAAAGAGGA
hsa-miR-628-3p  MIMATO0003297 UCUAGUAAGAGUGGCAGUCGA
hsa-miR-630 MIMAT0003288 AGUAUUCUGUACCAGGGAAGGU
hsa-miR-831 MIMATO003300  AGACCUGGCCCAGACCUCAGC
hsa-miR-33b-5p  MIMAT0003301 GUGCAUUGCUGUUGCAUUGC
hsa-miR-837 MIMATO0003307 ACUGGGGGCUUUCGGGCUCUGCGU
hsa-miR-638 MIMATO003308 AGGGAUCGCGGGCGGGEUGGCGGCCY|
hsa-miR-638 MIMATO003308 AUCGCUGCGGUUGCGAGCGCUGU
hsa-miR-840 MIMAT0003310 AUGAUCCAGGAACCUGCCUCU
hsa-miR-641 MIMAT0003311 AAAGACAUAGGAUAGAGUCACCUC
hsa-miR-842a-5p MIMAT0003312 GUCCCUCUCCAAAUGUGUCUUG
hsa-miR-643 MIMATO003313  ACUUGUAUGCUAGCUCAGGUAG
hsa-miR-844a MIMAT0003314 AGUGUGGCUUUCUUAGAGC
hsa-miR-648 MIMAT0003318 AAGUBUGCAGGGCACUGGU
hsa-miR-648 MIMAT0003318  AAACCUGUGUUGUUCAAGAGUC
hsa-miR-850 MIMATO003320  AGGAGGCAGCGCUCUCAGGAC
hsa-miR-651-5p MIMAT0003321 UUUAGGAUAAGCUUGACUUUUG
hsa-miR-662-3p MIMAT0003322 AAUGGCGCCACUAGGGUUGUG
hsa-miR-548d-3p MIMAT0003323 CAAAAACCACAGUUUCUUUUGC
hsa-miR-861 MIMAT0003324 UGCCUGGGUCUCUGGCCUGCGCGU
hsa-miR-663a MIMATO003326 AGGCGGGGCGCCGCGGGACCGC
hsa-miR-448b-5p MIMAT0003327 AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC
hsa-miR-411-5p  MIMATO0003329 UAGUAGACCGUAUAGCGUACG
hsa-miR-654-5p  MIMATO0003330 UGGUGGGCCGCAGAACAUGUGC
hsa-miR-655-3p  MIMATO0003331  AUAAUACAUGGUUAACCUCUUU
hsa-miR-656-3p  MIMAT0003332  AAUAUUAUACAGUCAACCUCU
hsa-miR-54%a MIMAT0003333 UGACAACUAUGGAUGAGCUCU
hsa-miR-860-5p  MIMAT0003338 UACCCAUUGCAUAUCGGAGUUG
hsa-miR-421 MIMATO003338  AUCAACAGACAUUAAUUGGGCGC
hsa-miR-542-5p  MIMAT0003340 UCGGGGAUCAUCAUGUCACGAGA
hsa-miR-363-5p  MIMATO0003385 CGGGUGGAUCACGAUGCAAUUU
hsa-miR-542-3p MIMAT0003388 UGUGACAGAUUGAUAACUGAAA
hsa-miR-425-5p  MIMATO0003383 AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA
hsa-miR-758-3p  MIMAT000387¢  UUUGUGACCUGGUCCACUAACC
hsa-miR-871-5p  MIMATO003880 AGGAAGCCCUGGAGGGGCUGGAG
hsa-miR-767-5p  MIMAT0003882 UGCACCAUGGUUGUCUGAGCAUG
hsa-miR-767-3p MIMAT0003883 UCUGCUCAUACCCCAUGGUUUCU
hsa-miR-454-3p  MIMAT0003885 UAGUGCAAUAUUGCUUAUAGGGU
hsa-miR-768-5p MIMATO0003886 UGAGACCUCUGGGUUCUGAGCU
hsa-miR-769-3p  MIMAT0003887 CUGGGAUCUCCGGGGUCUUGGUU
hsa-miR-766-3p MIMAT0003888 ACUCCAGCCCCACAGCCUCAGC
hsa-miR-765 MIMATO003845  UGGAGGAGAAGGAAGGUGAUG
hsa-miR-770-5p  MIMAT0003848  UCCAGUACCACGUGUCAGGGCCA
hsa-miR-802 MIMATO004185 CAGUAACAAAGAUUCAUCCUUGU
hsa-miR-675-5p  MIMAT0004284 UGGUGCGGAGAGGGCCCACAGUG
hsa-miR-297 MIMAT0004450  AUGUAUGUGUGCAUGUGCAUG
hsa-miR-25-5p MIMAT0004498  AGGCGGAGACUUGGGCAAUUG
hsa-miR-28-3p  MIMATD004502 CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA
hsa-miR-92a-1-5p MIMATO0004507 AGGUUGGGAUCGGUUGCAAUGCU
hsa-miR-138-3p  MIMAT0004552 UGGAGACGCGGCCCUGUUGGAGU
hsa-miR-181a-2-3p MIMAT0004558  ACCACUGACCGUUGACUGUACC
hsa-miR-196a-3p MIMATO004562 CGGCAACAAGAAACUGCCUGAG

microARN ldentificacion
hsa-miR-186b-3p MIMAT0004563
hsa-miR-219a-1-3p MIMAT 0004567
hsa-miR-221-5p  MIMAT0004568
hsa-miR-140-3p  MIMAT0004587
hsa-miR-125a-3p MIMAT0004602
hsa-miR-127-5p  MIMATO004604
hsa-miR-129-2-3p MIMATO004805
hsa-miR-1883p  MIMAT0004613
hsa-miR-193a-5p MIMATO004814
hsa-miR-30c-1-3p MIMAT0004674
hsa-miR-218a-2-3p MIMATO004675

hsa-miR-34b-3p  MIMATO004676
hsa-miR-34c-3p  MIMATO004677
hsa-miR-288-3p  MIMATO004679
hsa-miR-361-3p  MIMAT0004682
psa-miR-362-3p  MIMATO004633

hsa-miR-371a-5p  MIMAT0004687
psa-miR-374a-3p MIMATO004638
hsa-miR-340-5p  MIMAT0004692
hsa-miR-330-5p  MIMATO004683
hsa-miR-342-5p  MIMATO004894
psa-miR-337-5p  MIMAT0004695
hsa-miR-323a-5p MIMATO004896
psa-miR-151a-5p  MIMAT0004647
hsa-miR-331-5p  MIMATO004700
psa-miR-338-5p  MIMATO004701
hsa-miR-338-3p  MIMAT0004702

hsa-miR-423-5p
hsa-miR-483-5p

MIMAT0004748
MIMAT0004761

psa-miR-488-3p  MIMATO004762
hsa-miR-488-3p  MIMAT0004763
psa-miR-480-5p  MIMATODD4764
hsa-miR-481-3p  MIMATO004765
hsa-miR-148b-3p MIMATO004766

hsa-miR-183b-5p MIMAT0004767 CGGGGUUUUGAGGGCGAGAUGA
hsa-miR-518a-5p MIMAT0004770 UUCUCGAGGAAAGAAGCACUUUC
hsa-miR-488a-3p MIMATO004772 AACAUCACAGCAAGUCUGUGCU
psa-miR-5002-5p MIMATO004773 UAAUCCUUGCUACCUGGGUGAGA
hsa-miR-501-3p  MIMAT0004774 AAUGCACCCGGGCAAGGAUUCU
psa-miR-502-3p  MIMATO004775 AAUGCACCUGGGCAAGGAUUCA
hsa-miR-513a-3p MIMAT0004777 UAAAUUUCACCUUUCUGAGAAGG
psa-miR-508-5p  MIMATO004778 UACUCCAGAGGGCGUCACUCAUG
hsa-miR-509-5p MIMATO00477¢ UACUGCAGACAGUGGCAAUCA
psa-miR-532-3p  MIMAT0004780 CCUCCCACACCCAAGGCUUGCA
hsa-miR-455-3p MIMAT0004784 GCAGUCCAUGGGCAUAUACAC
hsa-miR-556-3p  MIMATO004743 AUAUUACCAUUAGCUCAUCUUU
psa-miR-574-5p  MIMATOD04795 UGAGUGUGUGUGUGUGAGUGUGU
psa-miR-576-3p  MIMATO004796 AAGAUGUGGAAAAAUUGGAAUC
hsa-miR-582-3p MIMAT0004797 UAACUGGUUGAACAACUGAACC
psa-miR-589-5p  MIMAT0004798 UGAGAACCACGUCUGCUCUGAG
hsa-miR-550a-5p MIMAT0004800 AGUGCCUGAGGGAGUAAGAGCCC
psa-miR-580-3p  MIMATO004801 UAAUUUUAUGUAUAAGCUAGU
hsa-miR-583-3p  MIMAT0004802 UGUCUCUGCUGGGGUUUCU
psa-miR-548a-5p MIMATO004803 AAAAGUAAUUGCGAGUUUUACC
psa-miR-615-5p  MIMAT0004804 GGGGGUCCCCGGUGCUCGGAUC
hsa-miR-616-3p  MIMATO004805 AGUCAUUGGAGGGUUUGAGCAG
hsa-miR-548c-5p MIMATO004806 AAAAGUAAUUGCGGUUUUUGCC
hsa-miR-624-3p MIMAT0004807 CACAAGGUAUUGGUAUUACCU
hsa-miR-628-5p MIMAT0004808 AUGCUGACAUAUUUACUAGAGG
psa-miR-628-5p  MIMAT0004810 UGGGUUUACGUUGGGAGAACU
hsa-miR-548d-5p MIMAT0004812 AAAAGUAAUUGUGGUUUUUGCC
psa-miR-411-3p  MIMAT0004813 UAUGUAACACGGUCCACUAACT
hsa-miR-654-3p MIMAT0004814 UAUGUCUGCUGACCAUCACCUU
psa-miR-671-3p  MIMAT0004818 UCCGGUUCUCAGGGCUCCACC
hsa-miR-288 MIMAT0004801 AGCAGAAGCAGGGAGGUUCUCCCA
hsa-miR-891a-5p MIMAT0004902 UGCAACGAACCUGAGCCACUGA
hsa-miR-300 MIMAT0004803 UAUACAAGGGCAGACUCUCUCU
psa-miR-882a MIMAT0004807 CACUGUGUCCUUUCUGCGUAG
psa-miR-450b-5p MIMAT0004808 UUUUGCAAUAUGUUCCUGAAUA
psa-miR-450b-3p MIMATO004810 UUGGGAUCAUUUUGCAUCCAUA
hsa-miR-874-3p  MIMAT0004911 CUGCCCUGGCCCGAGGGACCGA
hsa-miR-880 MIMAT0004812 UACUUGGAAAGGCAUCAGUUG
hsa-miR-881b MIMAT0004913 UGCAACUUACCUGAGUCAUUGA
psa-miR-888-5p  MIMAT0004816 UACUCAAAAAGCUGUCAGUCA
hsa-miR-882b MIMAT0004918 CACUGGCUCCUUUCUGGGUAGA
psa-miR-541-3p  MIMATO004820 UGGUGGGCACAGAAUCUGGACU
psa-miR-889-3p  MIMAT0004%21 UUAAUAUCGGACAACCAUUGU
psa-miR-875-3p  MIMATO004823 CCUGGAAACACUGAGGUUGUG
MIMAT0004924 UGGAUUUCUUUGUGAAUCACCA
hsa-miR-876-3p MIMAT0004825 UGGUGGUUUACAAAGUAAUUCA
hsa-miR-708-5p  MIMAT0004926 AAGGAGCUUACAAUCUAGCUGGG
psa-miR-147h MIMATO004628 GUGUGCGGAAAUGCUUCUGCUA
hsa-miR-180b MIMAT0004929 UGAUAUGUUUGAUAUUGGGUU
psa-miR-744-5p  MIMAT0004845 UGBCGGGGCUAGGGCUAACAGCA
hsa-miR-885-5p MIMAT0004847 UCCAUUACACUACCCUGCCUCU
psa-miR-885-3p  MIMAT0004948 AGGCAGCGGGGUGUAGUGGAUA
hsa-miR-877-5p MIMATO004848 GUAGAGGAGAUGGCGCAGGG
hsa-miR-887-3p  MIMAT0004951 GUGAACGGGCGCCAUCCCGAGG
hsa-miR-665 MIMAT0004852 ACCAGGAGGCUGAGGCCCCU
psa-miR-873-5p  MIMATODD4853 GCAGGAACUUGUGAGUCUCCU
hsa-miR-543 MIMAT0004854 AAACAUUCGCGGUGCACUUCUU
psa-miR-374b-5p MIMATO004855 AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG
hsa-miR-760 MIMAT0004957 CGGCUCUGGGUCUGUGGGGA
hsa-miR-301b-3p MIMAT0004858 CAGUGCAAUGAUAUUGUCAAAGC
hsa-miR-218b-5p MIMAT0004958 AAAUCUCUGCAGGCAAAUGUGA
hsa-miR-208b-3p MIMATO004860 AUAAGACGAACAAAAGGUUUGU
hsa-miR-822 MIMAT0004972 GCAGCAGAGAAUAGGACUACGUC
psa-miR-824 MIMATO004874  AGAGUCUUGUGAUGUCUUGC
psa-miR-508-3-5p MIMATOD04875 UACUGCAGACGUGGCAAUCAUG
hsa-miR-633 MIMAT0004876 UGUGCGCAGGGAGACCUCUCCC

Secuencia (5 -3
ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
AGAGUUGAGUCUGGACGUCCCG
ACCUGGCAUACAAUGUAGAUUY
UACCACAGGGUAGAACCACGG
ACAGGUGAGGUUCUUGGGAGCC
CUGAAGCUCAGAGGGCUCUGAU
AAGCCCUUACCCCAAAAAGCAU
CUCCCACAUGCAGGGUUUGCA
UGGGUCUUUGCGGGCGAGAUGA
CUGGGAGAGGGUUGUUUACUCC
AGAAUUGUGGCUGGACAUCUGU
CAAUCACUAACUCCACUGCCAU
AAUCACUAACCACACGGCCAGG
GAGGGUUGGGUGGAGGCUCUCC
UCCCCCAGGUGUGAUUCUGALUU
AACACACCUAUUCAAGGAUUCA
ACUCAAACUGUGGGGGCACU
CUUAUCAGAUUGUAUUGUAAUU
UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU
UCUCUGGGCCUGUGUCUUAGGC
AGGGGUGCUAUCUGUGAUUGA
GAACGGCUUCAUACAGGAGUU
AGGUGGUCCGUGGCGCGUUCGC
UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU
CUAGGUAUGGUCCCAGGGAUCC
AACAAUAUCCUGGUGCUGAGUG
UGAGCGCCUCGACGACAGAGCCG
UGAGGGGCAGAGAGCGAGACUUU
AAGACGGGAGGAMAGAAGGGAG
CGGGGCAGCUCAGUACAGGAU
UUGAAAGGCUAUUUCUUGGUC
CCAUGGAUCUCCAGGUGGGU
CUUAUGCAAGAUUCCCUUCUAC
UGCCCUGUGGACUCAGUUCUGE

Identificacion
MIMATO0004877
MIMATO004878
MIMATO004579
MIMATO004880
MIMAT0004982
MIMAT0004883
MIMATO0004984
MIMAT0004985
MIMATO004987
MIMAT0005449
MIMAT0005450
MIMATO005451
MIMAT0005452
MIMATO0005454
MIMAT0005455
MIMATO005456
MIMATO005457
MIMATO005458
MIMATO0005459
MIMATO005577
MIMATO0005583
MIMAT0005588
MIMATO0005589
MIMAT00055¢1
MIMATO005788
MIMATOQ05789
MIMAT0005781
MIMATO0005792
MIMAT0005783
MIMATOQ05794
MIMAT0005795
MIMATOO005786
MIMATO0005787
MIMAT0005798
MIMAT0005789

MICrOARN
34

hsa-miR-937-3p
hsa-miR-939.5p
hsa-mir-840
hsa-miR-941
hsa-miR-942-5p
hsa-miR-044
hsa-miR-523-5p
hsa-miR-518e-5p
hsa-miR-522-5p
hea-miR-518a-5p
hsa-miR-518b-5p
hsa-miR-520¢-5p
hsa-miR-518¢-5p
hsa-miR-518a-5p
hsa-mir-1224-5p
hsa-miR-1224-3p
hsa-mir-1226-3p
hsa-miR-1228-3p
hsa-miR-1233-3p
hsa-miR-1234-3p
hsa-miR-1236-3p
hsa-miR-513b-5p
hsa-miR-513c-5p
hsa-miR-1264
hsa-miR-320b

MIMATO0005800

MIMAT0005823

MIMATO005825

MIMATO005853

-mi MIMATO0005885
hsa-miR-1203 MIMAT0005856
hsa-miR-1204 MIMATO0005888
hsa-miR-1206  MIMAT0005889
hsa-miR-1208 MIMATO005870
hse-miR-548¢-3p MIMAT0005874
hsa-miR-548-5p MIMAT0005875
1285-3p MIMAT0005876

-1286 MIMAT0005877
hsa-miR-1287-5p MIMAT0005878
hsa-miR-1288 MIMAT0005879
hsa-miR-1260  MIMAT0005830
hsa-miR-1281 MIMAT0005881
hse-miR-548k  MIMAT0005852
hsa-miR-1263  MIMAT0005883
hse-miR-1285a  MIMAT0005835
hsa-miR-1297 MIMATO0005886
hsa-miR-1288 MIMATO005887
hsa-miR-548| MIMATO0005889
hsemiR-1302  MIMAT0005890

MIMATO0005881
MIMAT0005882
MIMAT0005883

hsa-miR-1244 MIMATO005896
hea-mi MIMAT0005887
hsa-miR-12468 MIMATO0005898
hsa-mi MIMAT0005889
hsa-mi

hsa-mi MIMAT0005801
hsa-mi MIMAT0005802
hsa-miR-1253 MIMAT0005904
hsa-miR-1254 MIMATO0005805
hsa-mi MIMATO0005906
hsa-mi MIMAT0005908
hsa-miR-1258 MIMAT0005909
hsa-miR-1260a  MIMAT0005811
hsa-miR-548g-3p MIMAT0005812
hsa-miR-1261 MIMAT0005913
hsa-miR-1262 MIMAT0005914
hsa-miR-548n MIMAT0005816
hsa-miR-548m MIMATO0005917
hsa-miR-6480-3p MIMAT0005919
hsa-miR-1266-5p MIMAT0005520
hsa-miR-1268a  MIMAT0005922
hsa-miR-1268a MIMAT0005823
hsa-miR-1270  MIMAT0005024
sa-miR-1272 MIMAT0005825
hsa-miR-548h-5p MIMATO0005928
hsa-miR-1275 MIMAT0005929
hsa-miR-1276 MIMATO005930
hsa-miR-302e MIMAT0005831
hsa-miR-302f MIMAT0005832
hsa-miR-1277-3p MIMAT0005933
hsa-miR-548i MIMATO0005835
hsa-miR-1278 MIMAT0005936
hsa-miR-1279  MIMAT0005637
hsa-miR-1281 MIMAT0005939

hsa-miR-1288-3p MIMAT0005642
hsa-miR-1252-5p MIMATO0005844

hsa-miR-1255b-5pMIMAT0005945

Secuencia (5 -3
UGUCUACUACUGGAGACACUGG
CCAGUUACCGCUUCCGCUACCGC
ACAGUAGAGGGAGGAAUCGCAG
AUCCGCGCUCUGACUCUCUGCC
UGGGGAGCUGAGGCUCUGGGGGUG
AAGGCAGGGCCCCCGCUCCCC
CACCCGGCUGUGUGCACAUGUGC
UCUUCUCUGUUUUGGCCAUGUG
AAAUUAUUGUACAUCGGAUGAG
CUCUAGAGGGAAGCGCUULCUG
CUCUAGAGGGAAGCGCUUUCUG
CUCUAGAGGGAAGCGCUULCUG
CUCUAGAGGGAAGCGCUULCUG
CUCUAGAGGGAAGCGCUUUCUG
CUCUAGAGGGAAGCACUUUCUG
CUCUAGAGGGAAGCACUUUCUG
CUGCAAAGGGAAGCCCUUUC
GUGAGGACUCGGGAGGUGG
CCCCACCUCCUCUCUCCUCAG
UCACCAGCCCUGUGUUCCCUAG
UCACACCUGCCUCGCCCCCC
UGAGCCCUGUCCUCCCGCAG
UCGGCCUGACCACCCACCCCAC
CCUCUUCCCCUUGUCUCUCCAG
UUCACAAGGAGGUGUCAULUAU
UUCUCAAGGAGGUGUCGUUUAU
CAAGUCUUAUUUGAGCACCUGUU
AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCAA
AAAAGCUGGGUUGAGAGGGU
UUAGGGCCCUGGCUCCAUCUCC
UCAAAACUGAGGGGCAUUUUCU
CUUGGCACCUAGCAAGCACUCA
UUGCAGCUGCCUGGGAGUGACUUC
AGAGGAUACCCUUUGUAUGUU
UCUACAAAGGAAAGCGCUUUCU
UUCAUUCGGCUGUCCAGAUGUA
UUGCUCACUGUUCUUCCCUAG
UUUCCGGCUCGCGUGGGUGUGU

MIMAT0005828 CACUGUAGGUGAUGGUGAGAGUGGGCA|

CUCCUGAGCCAUUCUGAGCCUC
GUGCCAGCUGCAGUGGGGGAG
CCCGGAGCCAGGAUGCAGCUC
UCGUGGCCUGGUCUCCAUUAU
UCUGCAGGGUUUGCUUUGAG
UGUUCAUGUAGAUGUUUAAGC
AAAAACUGAGACUACUUUUGCA
AAAAGUAAUUGCGGUCUUUGGU
UCUGGGCAACAAAGUGAGACCUY
UGCAGGACCAAGAUGAGCCCU
UGCUGGAUCAGUGGUUCGAGUC
UGGAGUCCAGGAAUCUGCAUUUU
UGGAUUUUUGGAUCAGGGA
UGGCCCUGACUGAAGACCAGCAGU
AAAAGUACUUGCGGAUUUUGCU
UGGGUGGUCUGGAGAUUUGUGC
UUAGGCCGCAGAUCUGGGUGA
UUCAAGUAAUUCAGGUG
UUCUGGAAUUCUGUGUGAGGGA
AAAAGUAUUUGCGGGUUUUGUC
UUGGGACAUACUUAUGCUAAA
UUUAGAGACGGGGUCUUGCUCU
UUUGAGGCUACAGUGAGAUGUG
UUUUCAACUCUAAUGGGAGAGA

AAGUAGUUGGUUUGUAUGAGAUGGUU

AAGUGAUCUAAAGGCCUACAU
AAUGGAUUUUUGGAGCAGG
ACCCGUCCCGUUCGUCCCCGGA

MIMATO005800 ACCUUCUUGUAUAAGCACUGUGCUAAA

ACGCCCUUCCCCCCCUUCUUCA
ACGGUGCUGGAUGUGGCCUUU
AGAGAAGAAGAUCAGCCUGCA
AGCCUGGAAGCUGGAGCCUGCAGU
AGGAUGAGCAAAGAAAGUAGAUU
AGUGAAUGAUGGGUUCUGACC
AGUUAGGAUUAGGUCGUGGAA
AUCCCACCUCUGCCACCA
AAAACUGUAAUUACUUUUGUAC
AUGGAUAAGGCUUUGGCUU
AUGGGUGAAUUUGUAGAAGGAL
CAAAAGUAAUUGUGGAUUUUGU
CAAAGGUAUUUGUGGUUUUUG
CCAAAACUGCAGUUACUUUUGC
CCUCAGGGCUGUAGAACAGGGCU
COGGCEUGGUGGUGBGEEE
CUGGACUGAGCCGUGCUACUGG
CUGGAGAUAUGGAAGAGCUGUGY
GAUGAUGAUGGCAGCAAAUUCUGAAA
AAAAGUAAUCGCGGUUUUUGUC
GUGGGGGAGAGGCUGUC
UAAAGAGCCCUGUGGAGACA
UAAGUGCUUCCAUGCUU
UAAUUGCUUCCAUGUUU
UACGUAGAUAUAUAUGUAUUUU
AAAAGUAAUUGCGGAUUUUGCC
UAGUACUGUGCAUAUCAUCUAU
UCAUAUUGCUUCUUUCY
ucGCCcuccuccucucce
UGGACUGCCCUBAUCUGGAGA
AGAAGGAAAUUGAAUUCAUUUA
CGGAUGAGCAAAGARAGUGGUU




Final tabla suplementaria 1

0ARN Identificacién _Secuencia
hsa-miR-664a-3p MIMAT0005949 UAUUCAUUUAUCCCCAGCCUACA
hsa-miR-1306-3p MIMAT0005950 ACGUUGGCUCUGGUGGUG

hsa-miR-1307-3p MIMAT0005951 ACUCGGCGUGGCGUCGGUCGUG

hsa-miR-1322 MIMATO0005953 GAUGAUGCUGCUGAUGCUG
hsa-miR-1197 MIMATO005955 UAGGACACAUGGUCUACUUCU
hsa-miR-320d MIMAT0006764 AAAAGCUGGGUUGAGAGGA
hsa-miR-1827 MIMAT0008767 UGAGGCAGUAGAUUGAAU
hsa-miR-516a-3p MIMATO006778 USCUUCCUUUCAGAGGGU
hsa-miR-1469 MIMAT0007347 CUCGGCGCGGGGCGCGGGCUCT

hsa-miR-1537-3p
hsa-miR-1908-5p
hsa-miR-1909-3p
hsa-miR-1810-5p

MIMATO007399 AAAACCGUCUAGUUACAGUUGU
MIMAT0007881CGGCGGGGACGGLGAUUGGUC
MIMAT0007883 CGCAGGGGCCGGGUGCUCACCG
MIMAT0007884 CCAGUCCUGUGCCUGCCGCCU

hsa-miR-1915-3p MIMAT0007892CCCCAGGGCGACGCGGCGEG
hsa-miR-2113 MIMATO0008206 AUUUGUGCUUGGCUCUGUCAC
hsa-miR-1872 MIMAT0008447 UCAGGCCAGGCACAGUGGCUCA
hsa-miR-1873 MIMATO0008448 ACCGUGCAAAGGUAGCAUA
hsa-miR-1976 MIMAT0009451 CCUCCUGCCCUCCUUGCUGU
hsa-miR-2053 MIMAT0009978 GUGUUAAUUAAACCUCUAUUUAC
hsa-miR-2110 MIMATO010133 UUGGGGAAACGGCCGCUGAGUG
hsa-miR-151b MIMAT0010214UCGAGGAGCUCACAGUCU
hsa-miR-449¢-5p MIMAT0010251 UAGGCAGUGUAUUGCUAGCGGCUGU
hsa-miR-761 MIMATO0010364 GCAGCAGGGUGAAACUGACACA
hsa-miR-764 MIMAT0010367 GCAGGUGCUCACUUGUCCUCCU
hsa-miR-2116-5p MIMAT0011160 GGUUCUUAGCAUAGGAGGUCU
hsa-miR-2117 MIMATO0011162UGUUCUCUUUGCCAAGGACAG
hsa-miR-548q MIMAT0011163 GCUGGUGCAAAAGUAAUGGCGG
hsa-miR-2278 MIMATO0011778 GAGAGCAGUGUGUGUUGCCUGG
hsa-miR-2682-5p MIMAT0013517 CAGGCAGUGACUGUUCAGACGUC

hsa-miR-3127-5p
hsa-miR-3130-3p
hsa-miR-3131

hsa-miR-3780

hsa-miR-3136-5p
hsa-miR-3140-3p
hsa-miR-3144-5p
hsa-miR-3144-3p

MIMATO0014990 AUCAGGGCUUGUGGAAUGGGAAG
MIMAT0014994 GCUGCACCGGAGACUGGGUAA
MIMAT0014996 UCGAGGACUGGUGGAAGGGCCUU
MIMATO014999 ACUGGACUUGGAGGCAGAA
MIMATO0015003 CUGACUGAAUAGGUAGGGUCAUU
MIMAT0015008 AGCUUUUGGGAAUUCAGGUAGU
MIMAT0015014 AGGGGACCAAAGAGAUAUAUAG
MIMATO0015015 AUAUACCUGUUCGGUCUCUUUA

hsa-miR-1273¢  MIMATO0015017 GGCGACAAAACGAGACCCUGUC
hsa-miR-3147 MIMATO0015019 GGUUGGGCAGUGAGGAGGGUGUGA
hsa-miR-548v MIMATO0015020 AGCUACAGUUACUUUUGCACCA

hsa-miR-3151-5p
hsa-miR-3074-3p
hsa-miR-3158-3p

MIMATO0015024 GGUGGGGCAAUGGGAUCAGGU
MIMATO0015027 GAUAUCAGCUCAGUAGGCACCG
MIMAT0015032 AAGGGCUUCCUCUCUGCAGGAC

hsa-miR-3161 MIMAT0015035 CUGAUAAGAACAGAGGCCCAGAU
hsa-miR-3164 MIMAT0015038 UGUGACUUUAAGGGAAAUGGCG
hsa-miR-1260b  MIMAT0015041AUCCCACCACUGCCACCAU
hsa-miR-3168 MIMAT0015043 GAGUUCUACAGUCAGAC
hsa-miR-1193 MIMAT0015048 GGGAUGGUAGACCGGUGACGUGT
hsa-miR-323b-3p MIMAT0015050 CCCAAUACACGGUCGACCUCUU
hsa-miR-3179 MIMATO0015056 AGAAGGGGUGAAAUUUAAACGU

hsamiR-3180-5p
hsa-miR-3180-3p

MIMAT0015057 CUUCCAGACGCUCCGCCCCACGUCG
MIMATO0015058 UGGGGCGGAGCUUCCGGAGGCC

hsa-miR-3182 MIMATO0015062 GCUUCUGUAGUGUAGUC
hsa-miR-3185 MIMATOO 164 “GGUCGGUCUGCG
hsa-miR-3065-5p MIMAT0015066 UCAACAAAAUCACUGAUGCUGGA
hsa-miR-320e MIMATO0015072 AAAGCUGGGUUGAGAAGG
hsa-miR-3192-5p MIMAT0015076 UCUGGGAGGUUGUAGCAGUGGAA
hsa-miR-3195 MIMAT0015079 CGCGCCGGGCCCGGGUU
hsa-miR-3196 MIMATO0015080 CGGGGCGGCAGGGGCCUC

hsa-miR-514b-5p
hsa-miR-514b-3p

MIMATO015087 UUCUCAAGAGGGAGGCAAUCAL
MIMAT0015088 AUUGACACCUCUGUGAGUGGA

hsa-miR-3202 MIMAT0015088 UGGAAGGGAGAAGAGCUUUAAU
hsa-miR-3085-3p MIMATO015378 UCAGCACCAGGAUAUUGUUGGAG
hsa-miR-378¢ MIMATO0016847 ACUGGACUUGGAGUCAGAAGAGUGG
hsa-miR-4284 MIMAT0016915 GGGCUCACAUCACCCCAU
hsa-miR-4286 MIMAT0016916 ACCCCACUCCUGGUACC
hsa-miR-3605-5p MIMAT0017981UGAGGAUGGAUAGCAAGGAAGCC
hsa-miR-3605-3p MIMAT0017982CCUCCGUGUUACCUGUCCUCUAG

hsa-miR-3613-5p
hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-3614-5p
hsa-miR-3614-3p

MIMAT0017990 UGUUGUACUUUUUUUUUUGUUC

MIMATO017991 Al \GCCCAACCCUUC
MIMAT0017992 CCACUUGGAUCUGAAGGCUGCCC
MIMATO0017993 UAGCCUUCAGAUCUUGGUGUUUU

hsa-miR-4488

raARN Identificacién _ Secuencia (§
sa. -4455 MIMATO0018877 AGGGUGUGUGUGUUUUU
hsa-miR-4458 MIMATO018980 AGAGGUAGGUGUGGAAGAA
hsa-miR-4461 MIMATO0018983 GAUUGAGACUAGUAGGGCUAGGC
hsa-miR-378h MIMATO0018984 ACUGGACUUGGUGUCAGAUGG
hsa-miR-548ai MIMATO0018988 AAAGGUAAUUGCAGUUUUUCCC
hsa-miR-548ak  MIMATO018013AAAAGUAACUGCGGUUUUUGA

hsa-miR-4485-3p  MIMAT0019019UAACGGCCGCGGUACCCUAA
MIMATO0018022 AGGGGGCGGGCUCCGGLG
MIMATO0018024 AACGGCAAUGACUUUUGUACCA
MIMATO019053 GGGAGAAGGGUCGGGGC
MIMAT JCCUGUGCUCAG

hsa-miR-548al
hsa-miR-4516
R-4521

hsa-mil

hsa-miR-499b-5p.
hsa-miR-499b-3p

hsa-miR-548ah-3p
hsa-miR-4536-3p

hsa-miR-664b-5p

hsa-miR-345-3p

hsa-miR-538-3p

hsa-miR-873-3p

hsa-miR-548h-3p

Identificacién _Secuencia
MIMAT0026555 GAGGUUUUCUGGGUUUCUGUUUC
MIMAT0026607 AGGUUGUCCGUGUUGUCUUCUCU
MIMATO0028808 CCACCGGGGGAUGAAUGUCAC
MIMAT0026612GGGAGUGCAGGGCAGGGUUUC
MIMATO0026613AUUGAAACCUCUAAGAGUGGA
MIMAT0026614 GUGGUUAUCCCUGUCCUGUUCG
MIMAT0026616 UCGCGGUUUGUGCCAGAUGACG
MIMAT0026623 UCUUUUCUUUGAGACUCACU
MIMAT0026624 AAAGGAAAGUGUAUCCUAAAAG
MIMAT0026637 GAGUGGGGCUUCGACCCUAACC

psa-miR-1814-3p
hsa-miR-504-3p

hsa-miR-510-3p
hsa-miR-487b-5p
hsa-miR-579-5p

hsa-miR-1296-3p

MIMATO0018892 ACUCAAAAGAUGGCGGCACUUL
MIMATO0018895 UUUCCCUUCAGAGCCUGGCUUU
MIMATO0018897 ACAGACUUGCUGUGAUGUUCA
MIMATO019898 AACAUCACUGCAAGUCUUAACA
sa-miR-1245b-5p MIMAT0019950 UAGGCCUUUAGAUCACUUAAA
sa-miR-1245b-3p MIMAT0019951 UCAGAUGAUCUAAAGGCCUAUA

hsa-miR-4787-65p  MIMAT0018966 GCGGGGGUGGCGGCGGCAUCCC
hsa-miR-4787-3p  MIMAT0018857 GAUGCGCCGCCCACUGCCCCGLEL
hsa-miR-4792 MIMATO0019964 CGGUGAGCGCUCGCUGGC
hsa-miR-642a-3p MIMAT0020924 AGACACAUUUGGAGAGGGAACC
MIMAT0020957 CAAAAACUGCAGUUACUUUUGC
MIMAT0020958 UCGUGCAUAUAUCUACCACAU
MIMAT0021021 AGGGCUGGACUCAGCGGCGGAGCY
MIMAT0021022 UUCUGCCUCUGUCCAGGUCCUU
MIMAT0021043 AGGGGGAUGGCAGAGCAAAALU
MIMAT0021044 UUUUGUGUCUCCCAUUCCCCAG
MIMATO0021128 AGGGAAGGGGACGAGGGUUGGG
MIMAT0021128 UCAUCCUCGUCUCCCUCCCAG
MIMAT0022265 AAAAGUAAUUGCAGUUUUUGC
MIMAT0022268 UAAAACUGCAGUUAUUUUUGC
MIMAT0022271 UGGGCUAAGGGAGAUGAUUGGGUA
MIMAT0022272 UUCAUUUGCCUCCCAGCCUACA
MIMATO0022304 AAAACUGCAGUUACUUUUGC
MIMAT0022691 CGGGUAGAGAGGGCAGUGGGAGG
MIMAT0022694 GCAGGGACAGCAAAGGGGUGC
MIMAT0022696 GCUCUGACUUUAUUGCACUACU
MIMAT0022697 AAUCAUUCACGGACAACACUU
MIMATO0022698 GCCCUGAACGAGGGGUCUGGAG
hsa-miR-450a-1-3p MIMAT0022700 AUUGGGAACAUUUUGCAUGUAU
hsa-miR-5068-5p  MIMAT0022701 UAUUCAGGAAGGUGUUACUUAA
sa-miR-514a-5p MIMAT0022702 UACUCUGGAGAGUGACAAUCAUG
MIMAT0022705 AUCAUACAAGGACAAUUUCUUU
MIMAT0022708 AUCAAGGAUCUUAAACUUUGCC
MIMAT0022707 AAAGGUAAUUGCAGUUUUUCCC
MIMAT0022708 UCAGUUCCAGGCCAACCAGGCU
MIMAT0022708 CAACCCUAGGAGAGGGUGCCAUUCA|
MIMAT0022711 ACCUCCUGUGUGCAUGGAUUA
sa-miR-1271-3p MIMAT0022712AGUGCCUGCUAUGUGCCAGGCA
sa-miR-1185-2-3p MIMAT0022713AUAUACAGGGGGAGACUCUCAU
hsa-miR-766-5p  MIMAT0022714 AGGAGGAAUUGGUGCUGGUCUU
MIMAT0022717 GGAGACUGAUGAGUUCCCGGGA
MIMATO0022719 GAUCUCACUUUGUUGCCCAGG
MIMAT0022720 UCUCACUGUAGCCUCGAACCCC
MIMATO0022723 CAAAAACCGCAAUUACUUUUGCA
MIMAT0022726 CCACCUCCCCUGCAAACGUCCA
MIMAT0022727 UCGACCGGACCUCGACCGGCU
MIMAT0022728 UAAAUUUCACCUUUCUGAGAAGA
MIMAT0022730 AAAAACCACAAUUACUUUUGCACCA
MIMAT0022738 AAAAGUAAUUGCGGUUUUUGCC

-371b-5p.
1sa-miR-4755-5p

hsa-miR-5001-5p
sa-miR-5001-3p
s -5010-5p
isa-miR-5010-3p
sa-miR-5196-5p

.5196.3p
sa-miR-548ar-5p.
sa-miR-548ar-3p

sa-miR-664b-3p
hsa-miR-548av-3p
hsa-miR-197-5p
sa-miR-211-3p
vsa-miR-301a-5p
1sa-miR-382-3p

sa-miR-1285-5p
hsa-miR-1304-3p

sa-miR-1306-5p
hsa-miR-1307-5p
sa-miR-513¢c-3p
hsa-miR-548t-3p

vsa-miR-5480-5p

hsa-miR-3615 MIMAT0017884 UCUCUCGGCUCCUCGCGGCUC hsa-miR-548am-5p MIMAT0022740 AAAAGUAAUUGCGGUUUUUGCC
hsa-miR-23c MIMATO0018000 AUCACAUUGCCAGUGAUUACCC P JGU
hsa-miR-3680 MIMATO018119ACCUGGACCCAGCGUAGACAAAG hsa-miR-365b-3p MIMAT0022834 UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUAU
hsa-miR-3180 MIMATO018178 UGGGGCGGAGCUUCCGGAG sa-miR-1185-1-3p MIMAT0022838 AUAUACAGGGGGAGACUCUUAL
hsa-miR-3816 MIMATO018: JGGCUGGUUCUC, iR: -3p MIMAT0022838 UGUGGAAGGUAGACGGCCAGAGA
hsa-miR-3818 MIMATO0018192 ACAGGGCCGCAGAUGGAGACU hsa-miR-98-3p MIMAT0022842 CUAUACAACUUACUACUUUCCC
hsa-miR-3150b-3pMIMAT0018 184 UGAGGAGAUCGUCGAGGUUGG hsa-miR-3768¢c-5p MIMAT0022861 GGUGGAUAUUCCUUCUAUGUU
hsa-miR-3828-3p MIMAT0018205 GGAGGAACCUUGGAGCUUCGGC hsa-miR-381-5p  MIMAT0022862 AGCGAGGUUGCCCUUUGUAUAU
hsa-miR-3834-5p MIMAT0018349 UCAGGUGUGGAAACUGAGGCAG hsa-miR-495-5p  MIMAT0022924 GAAGUUGCCCAUGUUAUUUUCG
hsa-miR-548y MIMAT0018354 AAAAGUAAUCACUGUUUUUGCC hsa-miR-503-3p  MIMAT JUUCCGCUGCCAGG
hsa-miR-374c-5p MIMATO018443 AUAAUACAACCUGCUAAGUGCU hsa-miR-376a-2-5p MIMAT0022928 GGUAGAUUUUCCUUCUAUGGU
hsa-miR-5482 MIMATO018446 CAAAAACCGCAAUUACUUUUGCA hsa-miR-758-5p  MIMAT0022920 GAUGGUUGACCAGAGAGCACAC
hsa-miR-548aa  MIMAT0018447 AAAAACCACAAUUACUUUUGCACCA  hsa-miR-6503-5p MIMAT0025462 AGGUCUGCAUUCAAAUCCCCAGA
hsa-miR-1268b MIMATO0018925 CGGGCGUGGUGGUGGGGGUG hsa-miR-6503-3p MIMAT0025463 GGGACUAGGAUGCAGACCUCC
hsa-miR-378d MIMATO0018926 ACUGGACUUGGAGUCAGAAA hsa-miR-6511a-5p MIMAT0025478 CAGGCAGAAGUGGGGCUGACAGG
hsa-miR-378e MIMATO0018927 ACUGGACUUGGAGUCAGGA hsa-miR-6611a-3p MIMAT0025478 CCUCACCAUCCCUUCUGCCUGC
hsa-miR-378f MIMAT0018932 ACUGGACUUGGAGCCAGAAG psa-miR-6720-3p MIMAT0025851 CGCGCCUGCAGGAACUGGUAGA
hsa-miR-4421 MIMAT0018934 ACCUGUCUGUGGAAAGGAGCUA iR-6721-5p  MIMAT AGGGGCUUAUUGUAGGAG
hsa-miR-378g MIMATO0018937 ACUGGGCUUGGAGUCAGAAG hsa-miR-6724-5p MIMAT0025856 CUGGGCCCGCGGCGGGLGUGGEG
hsa-miR-4425 MIMATO0018940 UGUUGGGAUUCAGCAGGACCAL sa-miR-210-5p  MIMAT0026475AGCCCCUGCCCACCGCACACUG
hsa-miR-548ad-3p MIMATO018946 GAAAACGACAAUGACUUUUGCA sa-miR-128-1-5p MIMAT0026477 CGGGGCCGUAGCACUGUCUGAGA
hsa-miR-4431 MIMAT0018947 GCGACUCUGAAAACUAGAAGGU sa-miR-133a-5p MIMAT0028478 AGCUGGUAAAAUGGAACCAAAL
hsa-miR-4435 MIMATO018951 AUGGCCAGAGCUCACACAGAGG hsa-miR-152-5p  MIMAT0028478 AGGUUCUGUGAUACACUCCGACU
hsa-miR-4443 MIMATO0018961 UUGGAGGCGUGGGUUUU hsa-miR-134-3p  MIMAT0028481 CCUGUGGGCCACCUAGUCACCAA
hsa-miR-4448 MIMATO018967 GGCUCCUUGGUCUAGGGGUA hsa-miR-190a-3p MIMAT0028482 CUAUAUAUCAAACAUAUUCCU
hsa-miR-548ah-5p MIMAT0018972 AAAAGUGAUUGCAGUGUUUG hsa-miR-370-5p  MIMAT0028483 CAGGUCACGUCUCUGCAGUUAC
hsa-miR-4451 MIMATO0018973UGGUAGAGCUGAGGACA hsa-miR-328-5p MIMAT0028488 GGGGGGGCAGGAGGGGCUCAGGG

R-4454

MIMATOO JCCGAGUCACGGCACCA

hsa-miR-433-5p

MIMATO0026554 UACGGUGAGGCUGUCAUUAUUC

hsa-miR-874-5p  MIMAT0026718 CGGCCCCAGGCACCAGGGUAAGA

sa-miR-1269b  MIMAT0018058 CUGGACUGAGCCAUGCUACUGG hsa-miR-887-5p  MIMAT0026720 CUUGGGAGCCCUGUUAGACUC
hsa-miR-4524a-5p MIMAT0018062 AUAGCAGCAUGAACCUGUCUCA psa-miR-208b-5p MIMAT0026722 AAGCUUUUUGCUCGAAUUAUGU

R-45 MIMAT 107/ UUCUGA hsa-miR-842-3p  MIMAT0026734 CACAUGGCCGAAACAGAGAAGU
hsa-miR-4532 MIMATO018071 sa-mif P MIMATI AAAAGCAAUCGCGGUUUUUGC
hsa-miR-378i MIMATO0018074 ACUGGACUAGGAGUCAGAAGG psa-miR-548j-3p MIMAT0026737 CAAAAACUGCAUUACUUUUGC
hsa-miR-4536-5p MIMAT0018078 UGUGGUAGAUAUAUGCACGAU sa-miR-1287-3p MIMAT0026738 CUCUAGCCACAGAUGCAGUGAU
sa-miR-3140-65p  MIMAT0018204 ACCUGAAUUACCAAAAGCUUU psa-miR-1908-3p MIMAT0028918 CCGGCCGCCGGCUCCGCCCCG
hsa-miR-4847 MIMATO018708 GAAGAL JGCUGA! hsa-miR-1910-3p MIMAT0028917 GAGGCAGAAGCAGGAUGACA
sa-miR-218b-3p MIMATO018748 AGAAUUGCGUUUGGACAAUCAGU  hsa-miR-6728-5p MIMAT0027357 UUGGGALU
nsa-miR-4707-6p  MIMAT0018807 GCCCCGGCGCGGGCGGGUUCUGS hsa-miR-8732-3p  MIMAT0027386 UAACCCUGUCCUCUCCCUCCCAG
hsa-miR-4707-3p  MIMATO001980B AGCCCGCCCCAGCCGAGGUUCU  hsa-miR-450a-2-3p MIMAT0031074 AUUGGGGACAUUUUGCAUUCAU
hsa-miR-4741 MIMATO0018871 CGGGCUGUCCGGAGGGGUCGGCU  hsa-miR-128-2-5p MIMATO0031085 GGGGGCCGAUACACUGUACGAGA

hsa-miR-7975 MIMATO0031178 AUCCUAGUCACGGCACCA
psa-mi MIMATO03" JUCUUAACAGUUCAACAGUU
psa-miR-1-5p MIMATO0031892ACAUACUUCUUUAUAUGCCCAU

hsa-miR-181b-2-3p MIMAT0031893 CUCACUGAUCAAUGAAUGCA
53-mi P MIMATI UCUGACGAGGUUGCACUACU
hsa-miR-1248-5p  MIMAT0032029 AGGAGGGAGGAGAUGGGCCAAGUU
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