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La apnea obstructiva del suefio (AOS) es una patologia caracterizada por el colapso de la
via aérea superior durante el suefio, lo que provoca trastornos de este que ocasionan somnolencia
diurna y la continua activacion del sistema nervioso simpatico durante la noche. Aunque la AOS
no tiene habitualmente consecuencias fatales, si que se ha asociado, ademas de con la pérdida de
calidad de vida de los pacientes, con una senescencia acelerada y con la aparicion de diversas

comorbilidades, especialmente cardiovasculares como la aterosclerosis.

Los exosomas, pequefas vesiculas extracelulares de entre 30 y 150 nm, son claves en la
comunicacion célula-célula. Formando parte de su contenido, se ha descrito la presencia de
microRNAs (miRNAs), pequefias moléculas de 18 a 25 nucledtidos que participan en la
regulacion post-transcripcional de los genes. El papel de los miRNAs libres en fluidos biologicos
como biomarcadores ha sido ampliamente estudiado durante las ultimas décadas debido a su
participacion en un gran nimero de procesos biologicos. Sin embargo, en los ultimos afios, los
miRNAs exosomales han ido ganando importancia y se postulan con un potencial como
biomarcadores incluso mayor que los miRNAs libres. Las ventajas de su encapsulacion son una
mayor estabilidad y una mayor especificidad, ya que se ha descrito que estos son introducidos en
los exosomas de manera especifica y que la carga de los exosomas puede variar en funcion del

estado en el que se encuentre la célula que los libera.

En la presente tesis doctoral nos planteamos el estudio de un conjunto de miRNAs,
relacionados con aterosclerosis, procesos inflamatorios e hipoxia intermitente, en exosomas de
plasma sanguineo con el objetivo de evaluar su potencial como biomarcadores de la presencia de
AOS, del desarrollo de comorbilidades cardiovascualres y de la eficacia del tratamiento de la

AOS con CPAP.

Para la consecucidn de este objetivo, se llevaron a cabo 5 estudios. En el Estudio I se
seleccioné la técnica de aislamiento de exosomas iddnea para el analisis de sus miRNAs. El
aislamiento de exosomas mediante kit comercial basado en su precipitacion fue la técnica que
proporciono mayor intensidad de sefial para el estudio de los miRNAs exosomales. El Estudio II
evalué la estabilidad de los miRNAs analizados a lo largo del tiempo en sujetos control y se

determiné el protocolo mas adecuado de criopreservacion de las muestras. Este trabajo mostrd
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por primera vez la estabilidad a lo largo del tiempo de un conjunto de miRNAs en exosomas
circulantes. Ademas, se determind que el protocolo mas adecuado para conservar las muestras era
criopreservar la muestra de plasma, evitando los ciclos de descongelacion de los exosomas ya
aislados. Tras haber determinado la metodologia més adecuada, se analizaron en el Estudio III
los miRNAs seleccionados para evaluar posibles diferencias entre sujetos control, pacientes con
AOS vy aterosclerosis subclinica (AS) y pacientes con AOS y sin AS en una visita basal. Cuatro
de los miRNAs exosomales analizados, miR-21, miR-145, miR-223 y miR-320a se encontraron
elevados en los sujetos con AOS y AS. Posteriormente, en el Estudio IV, se determinaron los
valores de estos miRNAs en el mismo conjunto de individuos tras un afio de seguimiento. En este
estudio se dividieron los dos grupos de pacientes con AOS de la visita inicial en dos subgrupos
cada uno en funcion de si recibieron terapia con CPAP o no. De esta manera se traté de evaluar
la eficacia del CPAP sobre los cambios observados en estos miRNAs en la visita inicial. En este
caso, miR-21, miR-126 y miR-143 se encontraron elevados en sujetos con AOS sin AS que no
recibieron CPAP, mientras que miR-320a se encontrd elevado en todos los grupos de pacientes
con AOS independientemente de la presencia de AS y de la prescripcion de CPAP. Finalmente,
se procediod al Estudio V, en el cual se seleccionaron los miRNAs con mayor interés, segun los
resultados obtenidos en los estudios Il y IV (miR-21 y miR-320a), y se validaron en una nueva
poblacioén clasificada de la misma manera que en los estudios anteriores tanto en la visita basal
como en la visita tras un afio. Se corrobord que ambos miRNAs se encontraban elevados en la
visita basal en pacientes con AOS y AS y que tras un afio, miR-21 era sensible al tratamiento con

CPAP mientras que miR-320a no respondia.

Este trabajo de tesis doctoral ha permitido determinar dos miRNAs, miR-21 y miR-320a,
como posibles intermediarios en el desarrollo de comorbilidades cardiovasculares asociadas a
AOS. Su respuesta al tratamiento con CPAP fue inversa, miR-21 respondi6 frente a él y
constituiria un biomarcador prondstico de riesgo de aterosclerosis prevenible con CPAP, sin
embargo, miR-320a no lo hizo, sugiriendo que el riesgo cardiovascular asociado a este
biomarcador permanece a pesar del tratamiento. Estos resultados abren la puerta a nuevos ensayos

que determinen las implicaciones bioldgicas y clinicas de estos miRNAs.
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2.1.Apnea Obstructiva del Suefio

2.1.1. Definiciéon

La apnea obstructiva del suefio (AOS) es un trastorno respiratorio del suefio con una alta
prevalencia entre la poblacion adulta occidental. La AOS se caracteriza por el colapso periodico
de la via aérea superior (VAS) durante el suefo. Este colapso de la faringe produce un cese
completo (apnea) o parcial (hipopnea) del flujo aéreo'. Los ciclos de apnea e hipoapnea producen
en los pacientes con AOS un estado de hipoxia intermitente (HI) y ocasionan despertares
repentinos durante los ciclos de suefio. Se considera la presencia de AOS cuando se registran 5 o
mas apneas o hipoapneas por hora de suefio. A esta medida de la densidad de apneas/hipoapneas
se le conoce como Indice de Apnea Hipoapnea (IAH). La duracion (al menos 10 segundos) y
repetitividad (IAH) de estos procesos determina el grado de severidad de la patologia. El término
sindrome de apnea-hipopnea del suefio (SAOS) se establece cuando ademas de la presencia de
AOS, coexisten sintomas de somnolencia diurna. En 2005, el Documento Nacional de Consenso
de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) defini6 el SAOS o
Sindrome de Apnea-Hipopnea del Suefio (SAHS) como un cuadro de somnolencia excesiva
(ESD), trastornos cognitivo-conductuales, respiratorios, cardiacos, metabolicos o inflamatorios

secundarios a los episodios de apnea/hipoapnea .

2.1.2. Epidemiologia

La alta prevalencia de esta patologia en la poblacion occidental ha sido descrita en
diversos estudios a lo largo de los afios. En 1993, Young y colaboradores, a partir de los datos del
Wisconsin Sleep Cohort Study, comunicaron que un 9% de las mujeres y un 24 % de los hombres
de mediana edad presentaban AOS, mientras que un 2% y un 4% de las mujeres y hombres,
respectivamente, mostraban ademas somnolencia diurna (SAOS). Las diferencias entre géneros,
asi como los porcentajes, fueron similares en otros estudios realizados sobre la prevalencia del
SAOS *°. Las diferencias entre géneros se reducen cuando las mujeres superan la menopausia %,
Estudios mas recientes, como el realizado sobre una poblacion Suiza (HypnoLaus) ® o un nuevo
trabajo sobre la cohorte perteneciente al Wisconsin Sleep Cohort Study ° mostraron tasas de

prevalencia del SAOS mas elevadas que las descritas previamente, en torno al 6% y 10 % de
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mujeres y hombres de mediana edad, respectivamente. Ademas de las diferencias debidas al
género, se presentan diferencias en la incidencia debido a la etnia '°. El aumento del SAOS en la
poblacion esta relacionado con el aumento de uno de sus factores patogénicos primordial, el
sobrepeso y la obesidad '"'%; un problema de salud publica de los paises desarrollados. A pesar
de la alta prevalencia del SAOS, se estima que un alto porcentaje de los casos estan sin

diagnosticar *!13

, suponiendo un gran coste para la salud ptblica ya que los pacientes con SAOS
no tratados desarrollan comorbilidades metabdlicas y cardiovasculares, que en tltima instancia
favorecen un aumento de la morbi-mortalidad en estos pacientes'!. En la poblacion espafiola, la
prevalencia de SAOS se ha estimado en 4-6 % de la poblacion !4, con un 19% de los hombres y
un 14% de las mujeres que muestran un IAH > 10 °. Las tasas de prevalencia siguen aumentando,

por ejemplo, se estima que entre la poblacion general de EEUU existe una prevalencia de AOS

del 15-17% " y en Francia del 19% aproximadamente '°.

2.1.3. Manifestaciones clinicas

La sintomatologia de los pacientes con SAOS se justifica por la propia obstruccion de la
VAS durante el suefio y por las consecuencias fisiopatoldgicas asociadas a corto y largo plazo. El
sintoma inicial de la disfuncion suele ser el ronquido, que habitualmente es el causante
mayoritario de las consultas por SAOS. Este sintoma afecta a practicamente el 100% de sujetos,
es de intensidad variable y dado que en muchos casos afecta la calidad de vida del entorno, suele
ser el compaifiero de dormitorio del enfermo quien demanda la consulta con el médico. En la Tabla
1 se muestran los sintomas que aparecen durante la noche y durante el dia, asi como los

porcentajes de pacientes afectados.
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Tabla 1. Sintomatologia asociada en pacientes con Apnea obstructiva del suefio y

porcentaje de pacientes afectados (en paréntesis).

SINTOMAS NOCTURNOS SINTOMAS DIURNOS
Apneas observadas (60%) Excesiva somnolencia diurna (80%)
Ronquidos (100%) Cefalea matutina (40%)
Despertares frecuentes (50% Concentracion reducida (40%)
Insomnio (40%) Déficit de memoria (30%)
Inquietud psicomotora nocturna Irritabilidad (30%)
(30%)
Nicturia (30%) Depresion (25%)
Reflujo gastro-esofagico (25%) Disminucion de la libido (25%)
Diaforesis (25%) Impotencia (25)

Las apneas e hipoapneas que sufren los pacientes durante la noche suelen asociarse a
caidas del nivel de saturacion arterial de oxigeno (Sa0O2) (desaturaciéon o des-oxigenacion) y
recuperacion del nivel de SaO2 al finalizar la apnea (re-oxigenacion). Este fendmeno, llamado
hipoxia intermitente, supone una alteracion del sistema biolodgico que aumenta el riesgo de
desarrollar otras comorbilidades como las cardiovasculares (Apartado 3.1.6). Por otro lado, el
final de una apnea/hipopnea se produce como consecuencia del aumento de la descarga simpatica
cortical (“despertar o arousal”), que a su vez aumenta el tono muscular de la faringe y con ello la
eliminacion del colapso de la VAS y la restauracion del flujo aéreo. Estos continuos despertares
nocturnos producen una alteracion de la arquitectura del suefio que se cree es la responsable de la
hipersomnia diurna. A pesar de que la excesiva somnolencia diurna (ESD) es el sintoma diurno
mas importante, este es dificil de medir y evaluar. La forma mds habitual de analisis es mediante
la realizacion de un cuestionario subjetivo realizado por el paciente y que se conoce como escala

Epworth !7. Este cuestionario es de rutina en las unidades de suefio de nuestro pais '®.

2.1.4. Diagnostico
El diagnostico de la AOS es relativamente sencillo. En primer lugar, se debe realizar una
aproximacion diagnostica del paciente mediante la evaluacidon de su sintomatologia haciendo

hincapié en los sintomas referidos en la Tabla 1. La exploracion fisica tipica del sujeto suele
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caracterizarse por la presencia de obesidad de grado variable y especialmente porque muchos
pacientes poseen un cuello desproporcionadamente ancho en relacion con su altura. En todo caso

existe una gran variabilidad fenotipica.

Debe realizarse una cuantificacion de la somnolencia diurna del paciente mediante alguno
de los cuestionarios subjetivos existentes como es la escala Epworth. Cuando existe la sospecha
de SAOS, el método de referencia para confirmar su diagnostico es la polisomnografia

convencional (PSG) (Figura 1). LA PSG es el registro simultaneo de multiples sefales fisiologicas

durante el suefio nocturno del paciente.
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Figura 1. Polisomnografia nocturna completa.

Este andlisis permite evaluar la cantidad y calidad del suefio, ademés de identificar
posibles alteraciones respiratorias. Las sefiales que se pueden evaluar en la PSG se engloban en
tres grupos; sefiales relacionadas con la calidad del suefio, entre las que se encuentran el
electroencefalograma o el electromiograma; sefiales de monitorizacién cardiaca, como el

electrocardiograma; y sefiales relacionadas con la funcidon respiratoria, entre las que estan el
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esfuerzo toraco-abdominal, la oximetria o la medicion del flujo aéreo. Para que la PSG tenga una
calidad adecuada, esta debe realizarse en el horario habitual de suefio del paciente, normalmente
nocturno, y debe realizarse un registro de mas de 6,5 horas que incluya como minimo 3 horas de
suefio. LA PSG es una prueba compleja y costosa que requiere del ingreso en hospital durante
una noche. Dada la alta prevalencia de SAOS, se han buscado alternativas mas costo-efectivas a
la PSG. De entre ellas, el estudio mas extendido para evaluar y confirmar la presencia de AOS en

pacientes con alta sospecha es la poligrafia respiratoria (PR) (Figura 2).
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Figura 2. Poligrafia respiratoria a domicilio.

Este estudio aporta una evidencia suficiente de la presencia de la patologia como
alternativa a las PSG convencionales ', permitiendo un estudio mas sencillo que puede realizarse
tanto de manera hospitalaria como a domicilio. La PR se acepta para el diagnostico y tratamiento
del SAOS en aquellos casos con sospecha clinica moderada o alta 2°. Se estima que existe todavia

un amplio porcentaje de casos no diagnosticados '°.

2.1.5. Tratamiento

El tratamiento del SAOS consiste en eliminar la apnea/hipoapnea. La consecuencia
inmediata ser4 la restauracion de un flujo aéreo normal, la normalizacion del intercambio gaseoso
y la normalizacion de la estructura del suefio. Clinicamente, el paciente mejora en su calidad de

vida y nota que se reduce en gran medida la somnolencia diurna. El compaiiero(a) de cama
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evidencia ausencia de la roncopatia y mejoria general en el estado neuro-cognitivo del sujeto. A
la hora de plantear el tratamiento del paciente, es necesario en primer lugar evaluar la presencia
de algunos factores etiologicos y predisponentes, que pueden estar potenciando la aparicion de
AOS. Estos factores incluyen: la obesidad ?!, la ingesta de farmacos sedante, alcohol o tabaco 2,
la obstruccion nasal o la presencia de alteraciones anatomicas que puedan afectar al colapso de la

VAS %,

El tratamiento de los pacientes con SAOS es, en la mayoria de las ocasiones, un
tratamiento personalizado y multifactorial . Es comun a todos los pacientes, recomendar la
abstinencia en la ingesta de alcohol, tabaco y farmacos hipnéticos. El tratamiento de la obesidad,
si coexiste como morbilidad, es basico necesario para que el paciente ya que no va a curarse en
tanto en cuanto mantenga los niveles de sobrepeso/obesidad. Cuando existen anomalias
anatomicas (macroglosis, retrognatia, hipertrofia de amigdalas, etc..,), debe plantearse la

aplicacion de tratamientos quirtirgicos especificos.

En todo caso, el tratamiento primario para remediar los efectos del SAOS es la aplicacion
de presion positiva continua de aire mediante una mascara. Este tratamiento se conoce como
CPAP por sus siglas en inglés, Continuous Positive Airway Pressure. La CPAP evita la presencia
de apneas y ronquidos, eliminando de esta manera los continuas desaturaciones de oxigeno y los
despertares nocturnos, lo que mejora la arquitectura del suefio 2+, El tratamiento mediante CPAP
ha mostrado también una mejora respecto a las comorbilidades que se encuentran en asociacion
al SAOS %%, Se desconocen todavia los mecanismos moleculares que asocian el tratamiento con

CPAP a la reduccion de la morbi-mortalidad general y cardiovascular en particular.

2.1.6. Comorbilidades asociadas a la AOS

La AOS, se ha asociado a lo largo de los afios con una variedad de comorbilidades que
aparecen con una prevalencia mayor que entre la poblacion sana. La afectacidn mas evidente, es
el deterioro neuro-cognitivo que surge por la desestructuracion del suefio. Esta alteracion produce

la presencia de somnolencia diurna y una disminucion de la calidad de vida, asi como alteraciones
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cognitivas, laborales y sociales. Se ha demostrado, que los pacientes con AOS presentan un
incremento en la tasa de accidentes de trafico entre 3 y 7 veces superior a la poblacion no afectada
28 Otros trastornos que se asocian habitualmente con la AOS son trastornos metabolicos como la
diabetes mellitus tipo 2 2, hipotiroidismo *°, acromegalia *' o el sindrome de Cushing *. De los
trastornos metabdlicos asociados a AOS, el mas extendido entre los pacientes es el denominado
sindrome metabolico. Este incluye obesidad abdominal, resistencia a la insulina, hipertension
arterial, hipertrigliceridemia e hiperglucemia **-**, Ademas, estas morbilidades suponen per se un

riesgo a padecer otras comorbilidades cardiovasculares.

2.1.7. Comorbilidades cardiovasculares
Nuestro grupo demostré en 2005 la relacion existente entre padecer AOS de grado severo
(IAH > 30) y el aumento en el riesgo de padecer eventos cardiovasculares *°. Estos hallazgos

fueron confirmados posteriormente por otros grupos >3

y refuerzan la evidencia de que padecer
AOS severo aumenta la morbilidad y mortalidad cardiovascular, con una alta prevalencia de
accidentes cerebrovasculares y cardiopatia isquémica 2333, Otro aspecto resefiable del estudio
realizado en 2005 por Marin y colaboradores fue que en los pacientes tratados con CPAP de forma
eficiente la prevalencia de suftir episodios cardiovasculares descendia, como se puede observar
en la Figura 3. En afios posteriores, este efecto del tratamiento con CPAP sobre la reduccion de

las morbi-mortalidades cardiovasculares ha sido corroborado por otros autores 7%,

13|Introduccidn



MicroRNAs de Exosomas Circulantes en AOS | David Sanz Rubio

37 =e===x CoOntrols
307 vms= Snorers
e Mild OSAH
— Severe 0S4 H

=== O3AH with CPAP

25

; 207

Cumulative inddence of
fatal CWS events (%)

357

semss Controls

307 vemem Sporers
25 +etee: Mild OSAH
— Severe OSAH

0SAH with CPAP

Cumulative incidence of
ron-fatal CVS events (%)

Months

Numbers atrisk

Controls 264 262 259 258
Snorers 377 372 361 32
Mid 05AH 403 401 3592 264
Severe 0SAH 235 229 221 167
OSAHwith CPAP 372 364 361 229

Figura 3. Eventos cardiovasculares en grupos con y sin SAOS, tratados o no tratados con

CPAP .

La alteracion intermitente en el intercambio de gases (hipoxemia e hipercapnia), el exceso
de actividad simpatica y el incremento de la presion negativa intratoracica son considerados
mecanismos intermediarios que justifican el exceso de morbi-mortalidad (Figura 4). Estos
procesos inducen un estado proinflamatorio en el individuo, disfuncién endotelial, un exceso de
estrés oxidativo, la activacion de mecanismos procoagulantes y disregulacion metabdlica. Estas
alteraciones de la homeostasis del individuo conllevan al desarrollo de comorbilidades tales como
hipertension arterial * , diabetes mellitus tipo 2 %, enfermedades cardiovasculares %° o sindrome

metabélico *'.

14|Introduccidn



MicroRNAs de Exosomas Circulantes en AOS | David Sanz Rubio

Hipoxemia
Hipercapnia
Activacion cortical
Activacion simpatica
| Presion intraroracica

Apneas-hipopneas
Obstructivas

v
Resistencia a insulina
Disfuncién endotelial
Estrés oxidativo
Hipercoagulabilidad
Disfuncién ventricular
Inflamacion sistémica

Mecanismos
intermedios

Hipertension arterial
Hipertension pulmonar
Insuficiencia cardiaca
Cardiopatia isquémica

Arritmias
Ictus
Muerte subita

Enfermedades
CVS asociadas

Figura 4. Mecanismos fisiopatogénicos de las consecuencias cardiovasculares del SAHS
20

Entre las morbilidades cardiovasculares asociadas a la AOS, la hipertension arterial
(HTA) ha sido descrita como una de las comorbilidades cardiovasculares mas importantes *2.
Diversos estudios muestran que esta asociacion es independiente de otros factores como la edad,

43 44

la obesidad o el sexo y es todavia mayor en los casos de hipertension resistente,

considerandose la AOS como una de las principales causas de la misma 4.

Aunque la HTA es un factor de riesgo para el desarrollo de problemas cardiovasculares,
la aterosclerosis es la lesion que precede a la arteriopatia generalizada isquémica. Estudios como
el de Drager L.F. y colaboradores muestran la relacion entre la AOS y la presencia de
aterosclerosis subclinica . Como muestra la Figura 5, las consecuencias asociadas a la AOS,
como la dislipemia, la inflamacién sistémica, la resistencia a la insulina, la HTA o el estrés
oxidativo, provocan la disfuncion endotelial mediante la formacién en la capa intima de células

espumosas, la promocion de procesos apoptdticos y la migracion y proliferacion de células
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musculares lisas. Estos procesos provocan el aumento del grosor de la intima media, lo que puede
llevar a generar placas de ateromas y producir eventos cardiovasculares fatales cuando estas se

rompen.

Migration and proliferation o
smooth muscle cells

— erial intima | |

Increased IMT Plaque Rupture

Progression

>
>

Myocardial Infarction
Stroke

Figura 5. Esquema representativo de la patofisiologia de la AOS en el desarrollo de

aterosclerosis ¥.

2.2.Exosomas

2.2.1. Definicién

Los exosomas se clasifican como vesiculas extracelulares (VE). Las VE son producidas
por la mayoria de células eucariotas y se caracterizan por poseer una forma esférica, una bicapa
lipidica que presenta marcadores especificos procedentes de la célula parental y contener en su
interior material citosélico de las mismas *’, denominado cargo. Las VE pueden originarse a partir
de la membrana plasmatica o a partir del lumen de compartimentos internos de la célula. Las VE
han sido propuestas como un mecanismo de comunicacion célula a célula mediante el transporte

de su cargo *®. Entre este cargo, se ha descrito la presencia de receptores, lipidos bioactivos,
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proteinas y 4cidos nucleicos como RNA mensajero y microRNAs (miRNAs) . Actualmente, las
VE se clasifican en funcion de su tamaiio, distinguiendo tres grupos: exosomas, microvesiculas

(también conocidas como ectosomas o microparticulas) y cuerpos apoptoticos 47331,

Los exosomas son vesiculas de tamafio nanométrico (30-150 nm) rodeados por una doble
bicapa lipidica y que tienen una forma esférica en su visualizacion al microscopio electronico.
Las existencia de estas vesiculas fue descrita por primera vez en reticulocitos de rata en 1983 >,
aunque el término “exosoma” no les fue otorgado hasta 1987 por el grupo de Johnstone 334,
Desde ese momento, se ha descrito la produccion de exosomas por un amplio espectro de tipos
celulares entre los que se encuentran linfocitos B *°, células dendriticas *, linfocitos T %7, plaquetas
5% 0 células tumorales . Los exosomas se liberan a los fluidos bioldgicos por los distintos tipos
celulares y su presencia ha sido descrita en la mayoria de ellos, incluyendo el plasma %!, la orina

6263 "¢l liquido cefalorraquideo ®®°, la leche ¢! y la saliva ¢'.

Originalmente, los exosomas fueron considerados como depdsitos de basura celular para

su expulsion ¢

, sin embargo, actualmente son considerados como uno de los ejes de la
comunicacion célula-célula ®”-7°. De esta manera, los exosomas se encargarian de transferir la
informacion desde la célula donadora hasta la célula receptora ’!. Una parte de la literatura
propone que su funcion depende de la célula o tejido de origen. Por ejemplo, los exosomas
producidos por células del sistema inmune, como las células dendriticas o las células B, podrian
mediar la reaccion inmune adaptativa en respuesta a patdgenos o tumores >, Los exosomas

también participan en otros procesos bioldgicos como la hemostasia mediante la potenciacion de

la coagulacion. Su papel en la regulacion de la homeostasis los convierte en piezas clave de los

73-76 77-79

procesos de senescencia y envejecimiento

Los exosomas también desempefian un papel importante en condiciones patologicas.
Tanto la cantidad como el contenido de las exosomas puede variar %, transportando de esta

manera el contenido patoldgico a una célula sana y modificando su estado ®'. Los procesos de

73,74 83,84

estrés celular ¥, senescencia o de hipoxia parecen alterar el nimero de exosomas

secretados por las células.
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2.2.2. Biogénesis exosomal

Las VE son clasificadas en los distintos grupos en funcion de su tamafio, como se ha
descrito previamente. Sin embargo, esta no es la tinica diferencia existente entre los grupos. En el
caso de los exosomas, estos se diferencian del resto de vesiculas extracelulares no solo por su
tamaflo sino también por su mecanismo de biogénesis. Mientras que el resto de VE se generan a
partir de la evaginacion de la membrana plasmatica de la célula, los exosomas son generados por
un complejo proceso que termina con su liberacion tras fusionarse los cuerpos multivesiculares

(CMVs) con la membrana plasmatica 535,

e ° Exosomes
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Current Opinion in Cell Biology

Figura 6. Biogénesis exosomal &’

Como se observa en la Figura 6, la biogénesis de los exosomas comienza con la
maduracion de los endosomas tempranos a los endosomas tardios o CMVs. Durante este proceso,
la membrana endosomal puede sufrir procesos de invaginacion generando la vesiculas
intraluminales (VILs) ®, precursoras de los futuros exosomas. Para que este proceso de formacion
de las VILs se realice correctamente, se requiere la participacion de la maquinaria ESCRT, por
sus siglas del inglés Endosomal Sorting Complex Required for Transport. ESCRT estd formado
por cuatro complejos proteicos y una ATPasa asociada 3. Diferentes estudios han mostrado la
alteracion en la liberacion de exosomas al bloquear distintas partes del complejo ESCRT 869091,

Otras proteinas que también parecen tener un papel importante en la biogénesis exosomal son
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ALIX y las sinteninas, las cuales favorecen la produccién de VILs *2. A pesar de que ESCRT
parece tener un papel importante en la biogénesis exosomal, algunos estudios han probado que
esta maquinaria no es imprescindible para que se lleve a cabo. Estos mecanismos alternativos
pueden ayudarse de proteinas de la familia de las tetraspaninas como CD9 y CD82 ** 0 CD63 *,
Ademas de las proteinas, distintos tipos de lipidos poseen un papel relevante en la biogénesis

exosomal », como la ceramida 6%

, aunque su funcion no parece ser relevante en todos los tipos
celulares. Otros lipidos relacionados con la liberacion de exosomas son los glicoesfingolipidos en
asociacion con la flotilina ’. Otro lipido, la esfingomielina, modula la secrecion de exosomas en

las neuronas promoviendo la eliminacion del péptido B-amiloide extracelular por parte de la

microglia %.

Por tanto, la formacién y liberacién de exosomas depende tanto de proteinas como de
lipidos. A pesar de que la via mas estudiada para esta biogénesis es la dependiente de ESCRT,
también se puede realizar de manera independiente e incluso de manera sinérgica entre ambas.
Ademds, es de gran importancia tanto el tipo celular como el estado de éste para determinar los

mecanismos preferentes que controlan la secrecion de exosomas.

2.2.3. Carga de los exosomas

Los exosomas estan formados en su mayoria con material procedente del citosol celular.
Entre su principal contenido se encuentran proteinas, lipidos y acidos nucleicos, entre los que
destacan los RNAs mensajeros (mRNAs) y los miRNAs (Figura 7). Una de las bases de datos
mas actualizadas que recoge el contenido descrito en los exosomas, ExoCarta, define que los
exosomas pueden contener 9.769 tipos de proteinas, 3.408 tipos de mRNAs y 2.838 tipos de

miRNAs diferentes *°.
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Figura 7. Estructura tipica y contenido exosomal '%.

Uno de los aspectos mas relevantes y que les confiere a los exosomas un papel de gran
relevancia bioldgica es el proceso de empaquetamiento de su carga. Aunque todavia se desconoce
el mecanismo de formacion y carga exacto, diversos estudios han mostrado la no aleatoriedad del
mismo '°11%2, Se cree ademas que el contenido exosomal depende del tipo de célula que lo
produce, pudiendo verse modificado si esta se encuentra en un estado celular alterado o si ha sido
sometida a algln tipo de tratamiento. Entre los tres grupos de moléculas biologicas que se
encuentran en los exosomas, son los miRNAs de los que se conoce con algo méas de profundidad

su procesos de empaquetamiento !

. Los miRNAs pueden ser introducidos en los exosomas
selectivamente por diversos mecanismos 5!, Este proceso puede estar mediado por su unién a
la proteina Ago2 ', la cual forma parte del complejo miRISC. Otra posibilidad es la via
dependiente de proteinas de uniéon de RNA, también conocida como via dependiente de
chaperonas. En esta via, proteinas como hnRNPA2B1 '* o YBX1 % reconocen determinados

motivos de la secuencia presentes en los miRNAs. Los mRNAs también son empaquetados de

manera especifica. Se ha observado un enriquecimiento de fragmentos 3’UTR en los mRNAs
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exosomales %, En cuanto a las proteinas, el mecanismo de direccion parece estar mediado por la
modificacion de estas, ya que se ha encontrado una mayor presencia de proteinas ubiquitinadas
107108 "Por ultimo, la composicion lipidica exosomal se encuentra selectivamente enriquecida en

colesterol, esfingomielina y glicofosfolipidos '®.

Tras el proceso de carga selectiva, los CM Vs se desplazan por el interior celular mediante
el citoesqueleto. Su destino puede ser fusionarse con la membrana para liberar exosomas o
fusionarse con los lisosomas para su degradacion. El proceso de transporte a través del
citoesqueleto y la fusion con la membrana plasmatica parece estar mediada por RabGTPasas, de

las cuales ha sido descrita su presencia en exosomas *°.

2.2.4. Aislamiento y caracterizacion exosomal
La produccion cientifica en el campo de las VEs y particularmente de los exosomas ha
crecido exponencialmente durante la tltima década. A pesar de que en la bibliografia se han

MO "no existe todavia una metodologia

descrito numerosas técnicas y métodos de aislamiento
Optima estandarizada para todas las aplicaciones "%%112 Actualmente, la técnica de eleccion para

el aislamiento de exosomas dependera de la aplicacion que se pretenda realizar con estos 3.

Las técnicas basadas en ultracentrifugacion son hoy en dia las més extendidas. Algunas
de las ventajas que otorga esta metodologia es la posibilidad de usar volumenes elevados de
muestra de origen o la no adicion de reactivos intermedios que puedan contribuir a la
contaminacion de las muestras *¢!1%114115 Sin embargo, esta técnica posee también diversas
desventajas entre las que se encuentran la baja reproducibilidad inter-laboratorio, el alto coste del
equipamiento, los largos tiempos de centrifugacion o la posibilidad de que los exosomas aislados
tengan algun tipo de dafio mecénico debido a las altas velocidades de centrifugacion a las que son

sometidos 70,110,113,116

Otra técnica que se puede utilizar para el aislamiento es la cromatografia de exclusion
molecular (SEC, Size Exclusion Chromatography). Esta técnica se basa en la separacion de
particulas en base a su tamafio y permite evitar algunos de los inconvenientes que tenia la

ultracentrifugacion. La SEC no requiere el uso de equipos sofisticados y no somete a los exosomas
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a ninguna condicion adversa por lo que estos se aislan sin suftir dafios ''”. Ademas, al igual que
en la ultracentrifugacion, no es necesaria la utilizacion de ningln reactivo adicional. A pesar de
estas ventajas, la SEC no es la técnica idonea para todas las aplicaciones y muestras ya que
presenta desventajas como la dificultad de trabajo con grandes volumenes de muestra inicial y el
menor rendimiento de aislamiento final, ya que la muestra que se obtiene tras la elucion se

encuentra mas diluida que en el resto de técnicas '’

Por ultimo, las casas comerciales estan llevando a cabo el desarrollo de numerosos kits
para el aislamiento de exosomas. La mayoria de estos se basan en la precipitacion de los exosomas
mediante el uso de un polimero. Entre sus principales ventajas se encuentran su rapidez y
sencillez, ademas de que solo requieren el instrumental comun de laboratorio ''®. En cuanto a sus
desventajas, su mayor problema es la presencia en las muestras de los agentes de precipitacion,
los cuales podrian interferir en el desarrollo de las posteriores aplicaciones "%!'*!15 Aunque son
menos habituales, también se han desarrollado kits comerciales basados en la inmunoafinidad
entre anticuerpos y proteinas presentes en la membrana exosomal. Los anticuerpos suelen
encontrarse inmovilizados en columnas o recubriendo bolitas magnéticas. Este tipo de aislamiento
permite una elevada especificidad y sensibilidad, pero requiere del paso de limpieza posterior de

la muestra ya que se han introducido factores externos ''°.

La Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV, International Society for
Extracellular Vesicles) sugiere unas determinaciones minimas para confirmar la presencia de
exosomas en las muestras '8, Estas determinaciones se basan en la técnica de Western Blot y
proponen analizar al menos tres proteinas que se encuentren en al menos dos de los siguientes
grupos: I) proteinas transmembrana o de unién a lipidos presentes en exosomas (CD9, CD63,
CD8l1, ...), II) proteinas citosolicas también presentes en exosomas (TSG101, anexinas, RAB
GTPasas o sintetina) y III) proteinas intracelulares procedentes del reticulo endoplasmatico, del

aparato de Golgi (GM130) o de las mitocondrias (CytC) que deberan estar ausentes en el aislado.

Adicionalmente a las técnicas de analisis proteico, se pueden utilizar otros métodos para
la caracterizacion de los exosomas. Su morfologia esférica se puede visualizar mediante técnicas

de microscopia electronica de transmision (TEM, Transmission Electron Microscopy) o de
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barrido (SEM, Scatter Electron Microscopy) ''°. Otras técnicas comunmente utilizadas son
aquellas que permiten conocer la distribucion de tamanos de las nanoparticulas que se encuentran
en la muestra. Para ello se puede utilizar la técnica de DLS (Dinamic Light Scattering) o NTA
(Nanoparticle Tracking Analysis), en las cuales un laser incide sobre la muestra y se obtiene la
distribucion de particulas en funcion de la medida de dispersion de la luz. Otra posibilidad es el
TRSP (Tunable Resistive Pulse Sensing), en el cual las nanoparticulas son detectadas al pasar a
través de una membrana de tamafio de poro ajustable ''%!'*, Tanto el NTA como el TRSP permiten

ademads conocer la concentracion aproximada de nanoparticulas en la muestra '

2.2.5. Implicaciones clinicas de los exosomas

A pesar de que, como se ha descrito previamente, los exosomas fueron considerados en
su inicio meros transportadores de materiales de desecho celular *, actualmente se les considera
comunicadores intercelulares. Esta funcion conlleva que los exosomas estén implicados en el
correcto funcionamiento de un amplio espectro de procesos fisiologicos y que puedan tener un
papel relevante en los procesos patologicos al transferir la informacion de una célula patologica
a otra sana modificando el estado de esta ultima. En la Figura 8, se presentan algunas de las

funciones asociadas a los exosomas y sus potenciales aplicaciones clinicas '°.
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EXOSOME

- Spreading of infections
- Pre-metastatic niche + Immune stimulation (vaccine)
- Immune response inhibition + Blomarker

+ Biomarker
+ Immune response stimulation

+ Their increase inhibits the immune response

against the fetus
- Dissease transmision + Biomarker
- Misfolding protein delivery + It promotes the utero-placental anglogenesis
+ Diagnostic tool + it favors the maternal tolerance to the fetus
+ Drug vector therapy + Stroke protective factors transmission

+ Biomarker +Tissue regeneration

Figura 8. Funciones de los exosomas en distintas situaciones tanto fisiolégicas como
patologicas 119.

Los exosomas desempefian un papel importante en el sistema inmune '*. Por ejemplo,
los exosomas producidos por células dendriticas o células B pueden ser captados por células T e
intervenir en la presentacion antigénica regulando asi la respuesta inmune **. Un estudio realizado
por Lancaster y Febbraio demostro que los exosomas que presentaban HSP70 en su carga podian
activar las células NK (Natural Killer) y los macrofagos !, Este avance se esta intentando utilizar

en distintos estudios clinicos en fase 1 y fase Il para el tratamiento de cancer 1%,

El papel de los exosomas en el cancer también ha sido estudiado. Debido a su funcion
como comunicadores intercelulares, a su estabilidad y a la capacidad de viajar a puntos alejados
de la célula de origen, los exosomas han sido propuestos como candidatos a encargarse de generar
el microambiente pro-tumoral necesario en los nichos metastaticos '**. En este aspecto, un estudio
realizado por el grupo de Peinado ha demostrado que los exosomas procedentes de melanoma que
contienen la oncoproteina MET modulan las células derivadas de la médula 6sea para generar un

fenotipo pro-vascular en el pulmon '3,
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El sistema nervioso, tanto en su estado fisioldgico como patoldgico, es otro de los tejidos
en los que participan los exosomas. En estado fisioldgico, existe comunicacion célula-célula entre
neuronas y oligodendrocitos mediada por exosomas ', Sin embargo, los exosomas también
pueden ser importantes en la patogenia de las enfermedades. Han sido descritos como “caballos
de Troya de la Neurodegeneracion” por su capacidad para transportar agentes toxicos a células
del sistema nervioso, provocando de esta manera la alteracion de las células receptoras, lo que

acaba desembocando en los procesos de neurodegeneracion 7.

Los exosomas también se encuentran implicados en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares !'°. En estas patologias, estas microvesiculas parecen tener un efecto doble. Por
un lado, Chen y colaboradores mostraron que los exosomas derivados de células progenitoras
cardiacas podian proteger a los cardiomiocitos del estrés oxidativo mediante la inhibicion de la
apoptosis inducida por isquemia '?%. Por otro lado, los cardiomiocitos pueden producir TNF-o
tras su induccidn a través del factor inducible por hipoxia (HIF-1) y liberarla en los exosomas

durante condiciones de hipoxia, produciendo inflamacion y remodelacion cardiaca '%.

Un proceso en el que se ha demostrado la participacion necesaria de los exosomas para
su correcto desarrollo es el embarazo. La placenta produce de manera continua y constitutiva
exosomas que son transportados a través del torrente sanguineo materno. Estos exosomas tienen
una composicion especifica con un mayor numero de moléculas capaces de producir un efecto
inmunosupresor, el cual es necesario para bloquear el sistema inmune materno y asegurar la

supervivencia del feto '3!3,

Las implicaciones de los exosomas en un gran espectro de patologias los convierte a ellos
y su cargo en potenciales biomarcadores. Ademas, su capacidad inmunomoduladora puede ser
utilizada como herramienta clave para la clinica. Por tltimo, su capacidad de transporte hace que

numerosos estudios planteen su uso como vector terapéutico.
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2.3.MicroRNASs

2.3.1. Definicién

Los miRNAs son pequeiias moléculas, de entre 18 y 25 nucleotidos, de RNA no
codificante que participan en la regulacion post-transcripcional de los genes y pueden encontrarse
tanto en el tejido como en circulacion. Los miRNAs se unen al extremo 3’ del transcrito no
traducido del mRNA diana para su actuacion '*2. El grado de complementariedad con el transcrito
con el que se empareja determina el nivel de regulacion que ejerce '**. Desde que fue definida su

actividad biologica en las células de mamiferos 4133

, se han descrito mas de 2.500 miRNAs y su
funcion como reguladores génicos en mas de 1.500 ', Cada miRNA es capaz de actuar sobre
cientos de mRNAs dianas distintos y, a su vez, un mRNA puede estar regulado por distintos
miRNAs %7, Esto provoca que los miRNAs estén encargados de regular de manera fisiologica
una gran cantidad de procesos fisioldgicos. Por ejemplo, se ha descrito la importancia de los

13

miRNAs para el correcto desarrollo de las células B y las isletas pancreaticas *%, el papel de

13

algunos miRNAs como el miR-122 en el control del colesterol hepatico *° y el metabolismo

lipidico, la necesidad de los miRNAs para el correcto desarrollo muscular '*7 o su papel en el

140~ Ademas, su alteracion se ha

mantenimiento de una correcta fisiologia cardiovascular
relacionado con la presencia de determinados estados patoldgicos como enfermedades
neurodegenerativas o cancer, por lo que se postulan como moléculas diagnosticas de algunas de
ellas '#171% Por ultimo, su capacidad reguladora los hace también candidatos para su uso

terapéutico 43146,

2.3.2. Biogénesis y transporte de los miRNAs

La Figura 9 muestra de forma esquematica el proceso de formacion de los miRNAs.
Codificados en el genoma de las células nucleadas, los genes de los miRNAs se transcriben
mediante la RNA polimerasa II o I1I en largos transcritos de RNA que se pliegan sobre si mismos
para formar los miRNA primarios (pri-miRNAs). Estas estructuras son reconocidas y procesadas
a precursores de miRNAs (pre-miRNAs) por la ribonucleasa III nuclear (RNasa III, Drosha) junto
con DCGRS %6, El pre-miRNA es transportado al citoplasma por la exportina-5, donde es

procesado por completo por otra RNasa III, Dicer, formandose el miRNA de cadena simple ya
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maduro. El miRNA maduro puede formarse a partir del lado de la horquilla que se encuentra mas
cercano al extremo 5°, en cuyo caso se le conoce con la terminacion 5p, o puede formarse a partir
del fragmento mas cercano al extremo 3’, teniendo en este caso la terminacion 3p. La prevalencia
de uno u otro depende del tejido o el tipo celular que se estudie. Este miRNA maduro puede
incorporarse al complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y dirigirse a sus RNAs

mensajeros (mRNAs) inhibiéndolos o degradandolos '
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Figura 9. Biogénesis de los miRNAs 5,

Se ha demostrado la presencia de miRNAs en fluidos extracelulares como la sangre, el
plasma o el suero ', Sin embargo, el mecanismo exacto por el que éstos son secretados y
mantienen su estabilidad atin no se conoce. Algunas teorias proponen que podrian ser secretados
y protegidos mediante su introduccion en exosomas '*°, otra posibilidad seria su encapsulacion en

151

microvesiculas 0 en cuerpos apoptoticos. Pese a ello, la mayoria de los miRNAs no se

transportan en asociacion a vesiculas, sino que se asocian a proteinas como la nucleoplasmina o
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la proteina Argonauta 2 (AGO2) '*2, a lipoproteinas de alta densidad (HDL) ' o incluso podrian

secretarse en solitario >4,

2.3.3. miRNAs exosomales

Como se ha descrito en el apartado anterior, los miRNAs pueden estar en circulacion a
través de distintos mecanismos, ya sea libres, unidos a proteinas o encapsulados. A pesar de que
los miRNAs que son transportados mediante su encapsulacion en exosomas no es el grupo
mayoritario, estos tienen un importante papel bioldgico. Su transporte en estas estructuras les
confiere un alto grado de proteccion debido a la bicapa lipidica que los rodea y protege '3,

Ademés, la presencia de esta bicapa evita que los miRNAs puedan ejercer su actividad biologica

sobre otro punto que no sea la célula de destino.

Los miRNAs transportados a través de los exosomas tienen un proceso de control mas
exhaustivo. En primer lugar, se debe realizar la encapsulacion de los mismos, proceso que, aunque
no se conoce por completo, no se produce de manera aleatoria. Este proceso de carga contrasta
con la produccion y liberacion pasiva de miRNAs que se da de manera continua en las células en
funcion de sus necesidades '¥’. El otro punto de control es la capacidad de la membrana exosomal
de dirigirse a determinados receptores celulares que favorezcan su internalizacion, siendo de esta

manera dirigidos a determinados tipos celulares '%.

El proceso de carga selectiva de los miRNAs se altera al producirse cambios patologicos
en las células productoras. Este hecho tiene un impacto directo en el contenido exosomal y su
efecto sobre las células diana. Por ejemplo, los exosomas procedentes de células tumorales del
pulmon tienen alterada su carga de miRNAs y estimulan la proliferacion tumoral '*. Los miRNAs
exosomales producidos por las células tumorales parecen tener también un papel importante en
la promocion de los procesos de angiogénesis ''*. Estos cambios provocados por el estado
andémalo de la célula hacen de los miRNAs exosomales posibles biomarcadores para distintos

161-163

tipos de patologias como las enfermedades neurodegenerativas '%°, cancer , enfermedades

respiratorias '** o cardiovasculares '®°. Pero su Gnica aplicacion no es solo el diagndstico, sino que

160 162,166

también han sido propuesto su uso terapéutico en el Alzheimer '*°, cancer 0 como

cardioprotectores '’ Para ello, el mecanismo mas extendido es la introduccién de miRNAs
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sintéticos en los exosomas para que sean transportados hasta las células patologicas controlando

de esta manera su alteracion.

2.3.4. miRNAs enla AOS

Los continuos episodios de hipoxia intermitente que sufren los pacientes con AOS, junto
con los continuos despertares y el aumento del estrés oxidativo, pueden causar alteraciones a nivel
epigenético. Entre estos cambios, la variacion en el perfil de miRNAs de los pacientes con AOS
es uno de los propuestos, aunque son pocos los trabajos realizados hasta el momento en este
campo. Un estudio realizado en ratas sometidas a ciclos de hipoxia intermitente, mostré que el
perfil de miRNAs en el hipocampo estaba alterado, lo que se asoci6 a la disfuncion cognitiva de
las ratas sometidas a la hipoxia '®®. Otro estudio, realizado por Li y colaboradores ', describi6
que los pacientes con AOS tenian un perfil de miRNAs distinto a los sujetos control, identificando
un total de 104 miRNAs diferencialmente expresados y proponiendo algunos de ellos (hsa-miR-
485-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-574-5p, and hsa-miR-199-3p) como potencialmente implicados
en la patogenia de la AOS. Posteriormente, se evalu6 el potencial de los miRNAs alterados en la
prediccion de una de las comorbilidades mas asociadas a la AOS, la aterosclerosis '7°,
describiendo la asociacion del miR-664-3p con el IAH y con el espesor de la capa intima media
de la carotida, un indicador de la presencia de aterosclerosis. Este miRNA circulante podria estar
relacionado tanto con la patogenia del AOS como con el desarrollo de aterosclerosis en estos
pacientes. Por ultimo, un estudio realizado en pacientes con AOS e hipertension resistente a
farmacos "', mostr6 que los niveles de un clister de miRNAs especifico permitia discriminar
entre aquellos pacientes que iban a responder al tratamiento con CPAP con una disminucién de
la presion arterial respecto a los que no lo iban a hacer. Ninguno de estos hallazgos ha sido

replicado en otras cohortes.

2.4. Exosomas y AOS

A lo largo de esta introduccion, se han mostrado los efectos inmediatos (hipoxia
intermitente, fragmentacion de suefio, hiperactividad simpética) que padecen los pacientes con
AOS y que a su vez promueven el desarrollo del exceso de morbi-mortalidad asociada a esta

patologia. Entre ellos, los ciclos de hipoxia intermitente son los que parecen tener un mayor efecto
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en el desarrollo de las principales comorbilidades asociadas al AOS, especialmente en las
cardiovasculares. Los exosomas, como se ha descrito, sufren un empaquetamiento especifico y
su carga se ve afectada cuando se cambian las condiciones celulares. Estos ciclos de hipoxia
podrian provocar la alteracion celular para que el contenido de los exosomas variase. Asi, el grupo
de Gozal y colaboradores detect6 en nifios con AOS la alteracion de miRNA-630 en exosomas
circulantes y estos mostraron la capacidad de producir dafio endotelial in vitro '7?. Estudios
posteriores mostraron que, en adultos sanos jovenes sometidos a condiciones de hipoxia
intermitente, se observaban cambios en los miRNAs exosomales ' y sus exosomas también
provocaban dafio endotelial in vitro, proponiendo algunos de estos miRNAs exosomales como
posibles implicados en la disfuncion endotelial asociada a la AOS. Por su parte, Almendros y
colaboradores describieron que los exosomas circulantes secretados bajo condiciones de hipoxia
intermitente en un modelo animal in vivo, inducian propiedades de células tumorales de pulmon
en cultivo '™, Resultados similares han sido descritos en un modelo animal de fragmentacion del
suefio y en pacientes adultos con AOS '7°. En ambos casos, el cargo de miRNAs de los exosomas
se encontraba alterado y provocaba una potenciacion en la proliferacion, migracion y
extravasacion de un cultivo de células tumorales de pulmén TC1. Finalmente, en pacientes adultos
con AOS y obesidad, los exosomas de plasma circulante contribuyen a la disfunciéon metabdlica

17

de los adipocitos '"® y modifican el fenotipo del endotelio promoviendo asi la disfuncion

endotelial 7.

Los estudios descritos en humanos con AOS presentan limitaciones de
interpretacion dado que la propia obesidad y las comorbilidades asociadas de los pacientes (p.e.
hipertension, dislipemia, diabetes, etc..), son factores de confusion que no permiten establecer

una relacion directa entre AOS (y su severidad) y estos cambios epigenéticos.

En todo caso, la literatura actual sugiere que los exosomas podrian tener un papel
importante como mediadores de dos de las comorbilidades con mayor incidencia en pacientes con

AOS, las patologias cardiovasculares y el cancer.
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Durante la introduccion de la presente tesis doctoral, se ha pretendido plasmar el
creciente interés por el estudio de los exosomas. Estas pequefias vesiculas extracelulares, que se
encuentran en la mayoria de los fluidos biologicos, parecen tener una gran importancia en los
procesos de comunicacion celular tanto a nivel fisioldgico como patologico. Por ello, el
conocimiento de su carga en ambos estados puede ser clave a la hora de conocer los mecanismos
de patogénesis a nivel celular de un gran abanico de enfermedades. Ademas, su facil accesibilidad,
el uso de técnicas poco invasivas para su obtencion y la especificidad de su carga, especialmente

en lo referente a miRNAs, les confiere un alto potencial como futuros biomarcadores.

Entre las distintas patologias en las que los exosomas podrian participar, en la presente
tesis nos centraremos en la AOS. Este trastorno respiratorio del suefio tiene una alta prevalencia
entre la poblacion y se ha asociado con un aumento de riesgo de sufrir otras comorbilidades, entre
las que destacan las enfermedades cardiovasculares (ECV). Estudios recientes han propuesto los
exosomas y su carga como mediadores del dafo endotelial asociado a la AOS y por lo tanto
podrian ser clave en el proceso de desarrollo de este tipo de comorbilidades de los pacientes con

AOS.

Por todo ello, en la presente tesis doctoral planteamos la siguiente hipotesis: “en los
pacientes con AOS los procesos de hipoxia intermitente podrian alterar el proceso de carga
fisiologica de los exosomas, modificando de esta manera el perfil de miRNAs exosomales. Entre
los miRNAs alterados, se encontraran aquellos asociados previamente con enfermedades
cardiovasculares cuya patogenia primaria es el dafio endotelial. Ademas, el tratamiento con
CPAP, al restablecer las condiciones de oxigenacion de los pacientes, corregira el perfil de
miRNAs. Por tanto, estos miRNAs podran ser utilizados como biomarcadores de riesgo de

enfermedad cardiovascular en AOS”.
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es evaluar la presencia de miRNAs asociados
con procesos inflamatorios, hipoxia y aterogénesis en exosomas circulantes de plasma sanguineo
de pacientes con AOS, su implicacion en la patogenia de esta enfermedad y el desarrollo de

comorbilidades cardiovasculares.

Para la consecucion de este objetivo principal, planteamos los siguientes objetivos

secundarios.

I.  Determinar el procedimiento 6ptimo para el aislamiento y caracterizacion de exosomas
circulantes de plasma y la posterior evaluacion de miRNAs en nuestra poblacion de
estudio.

II.  Analizar la estabilidad a lo largo del tiempo de un conjunto de miRNAs asociados con
ECV e hipoxia en exosomas de una poblacion sana control.
III.  Comparar los niveles del conjunto de miRNAs seleccionados en exosomas circulantes
de plasma obtenido de sujetos sanos y pacientes con AOS.
IV.  Evaluar los cambios en los mismos miRNAs exosomales producidos por la presencia
de aterosclerosis subclinica.
V.  Determinar el efecto del tratamiento con CPAP sobre los niveles de los miRNAs

exosomales en pacientes de AOS con y sin presencia de aterosclerosis subclinica.
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A continuacion, se describiran las técnicas y materiales utilizados para la consecucion de
los objetivos planteados y la obtencion de los resultados que se expondran y discutiran

posteriormente.

5.1. Etica

Todos los métodos utilizados durante la presente tesis se encuentran acordes con las
normativas y leyes oficiales mas relevantes. Los protocolos experimentales han sido aprobados
por el Comité de Etica de la Investigacion de la Comunidad de Aragén (Codigo del CEICA
15/2016). De acuerdo a las recomendaciones de la Declaracion de los Derechos Humanos, la
Conferencia de Helsinki y las regulaciones de las instituciones locales, todos los sujetos del
estudio firmaron el consentimiento informado antes de ser incluidos en el proyecto y realizarse la

extraccion de sangre.

5.2. Poblacion de estudio

Todos los sujetos, tanto la poblacion control como los pacientes con AOS, con y sin
presencia de AS, en la visita basal o en las visitas de seguimiento, se encuentran englobados
dentro del proyecto EPIOSA (GovTrials, NCT014575421). El proyecto EPIOSA es un estudio de
cohorte longitudinal realizado a lo largo de un amplio periodo de tiempo 8. El objetivo principal
de este estudio es conocer los mecanismos que median las complicaciones asociadas a la AOS,
con un especial interés en las comorbilidades cardiovasculares. Para ello, los pacientes que acuden
al centro ambulatorio con sospecha de padecer AOS, son derivados a la Unidad de Investigacion
Traslacional del Hospital Universitario Miguel Servet (UIT). En la Tabla 2 se muestran los
criterios de inclusion y exclusion del estudio. Los sujetos que cumplen con estos criterios se
incluyen en el estudio para la realizacion de la visita basal, en la que se clasifican en funcion de
su estado, y posteriormente se realiza su seguimiento en las visitas anuales. De manera adicional,
un conjunto de voluntarios (n = 7) pertenecientes al grupo control del proyecto EPIOSA fueron
incluidos para la consecucion del Estudio II, el cual incluy6 una serie de extracciones sanguineas

adicionales.
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Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusion del proyecto EPIOSA.

Inclusion Exclusion

e Edad entre 20-60 afios e Consumo de tabaco

e JAH <S5 para el grupo control e Abuso del alcohol

e TAH > 5 para el grupo de AOS

e Disposicion a la participacion e Hipertension arterial (presion sistolica
en el estudio mediante la firma >140 mmHg y/o presion diastélica >90
del consentimiento mmHg; tomar farmacos antihipertensos)

e Disponibilidad para realizar e Alteracion del metabolismo del
visita basal y visitas de colesterol (HDL < 40 mg/dl o LDL >
seguimiento anuales 130 mg/dl)

e Historial de enfermedades
cardiovasculares

e Presencia de enfermedades crénicas
infecciosas, respiratorias, inflamatorias
o enfermedades autoinmunes

e Presencia de otros trastornos del suefo
distintos a la AOS

e Alteracion de la glucosa en plasma ( >
126 mg/dl) o tomar farmacos para la
diabetes

e Presencia de enfermedades metabolicas

e Haber sido operado de la via aérea
superior o haber sido tratado

previamente con CPAP
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5.3. Estudio del Sueno

Los estudios de suefio fueron realizados mediante un poligrafo cardio-respiratorio tipo 3
con un equipo de monitorizacion portatil. Estos estudios incluyeron la grabacion continuada del
flujo de aire nasal, el movimiento toraco-abdominal, la saturacion de oxigeno, los ronquidos y la
posicion corporal. Una apnea se definié como la ausencia de flujo aéreo durante al menos 10
segundos, mientras que una hipopnea se defini6 como una reduccion del flujo mayor al 50% con
una reduccion de la saturacion de oxigeno del 4%. La presencia de apneas obstructivas se detecta
mediante la presencia de movimiento toraco-abdominal. El IAH se calculé mediante la media de

eventos de apnea e hipopnea por hora recogidos durante el tiempo de grabacion.

5.4. Estudio de la presencia de aterosclerosis subclinica

En la visita basal y en las visitas de seguimiento se realizo la valoracion del espesor de la
intima-media de las arterias carétidas (IMT, Intima-Media Thicknes). Esta medida se realizo
mediante una ultrasonografia (IU22 Philips, © 2012 Koninklijke Philips Electronics N.V. Royal
Philips Electronics, The Netherlands). Las imagenes se obtuvieron a través de sondas lineales
ecograficas bidimensionales de alta frecuencia siguiendo el protocolo de estudio de Bioimagen
179 La placa carotidea se definié6 como una estructura focal que protruye en el lumen de la arteria
carotidea al menos 0.5 mm o > 50% del espesor de lo que le rodea. Las medidas fueron realizadas
por triplicado y se realizaron sobre la pared distal de ambas carétidas, a 1 cm del punto de
bifurcacion. Tanto la toma de las imagenes como las mediciones de interés fueron realizadas por

un técnico entrenado y sin conocimiento del tipo de patologia subyacente del sujeto.

5.5. Obtencion de muestra

Las muestras de sangre completa fueron obtenidas en ayunas y extraidas mediante una
aguja de mariposa 21G. Las muestras se recogieron en tubos EDTA BD Vacutainer®. Estos se
centrifugaron durante 15 minutos a 3.000 g y 4 °C. Tras ello se recogieron 7 alicuotas de plasma
por muestra. En la practica totalidad de las muestras, estas alicuotas fueron inmediatamente
congeladas a -80 °C para su criopreservacion. Solo en un pequefio grupo muestral, dos de las

alicuotas fueron procesadas de manera instantanea como se detallara en el Estudio II.
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5.6. Analisis de variables clinicas

Durante el mismo proceso de extraccion sanguinea, se obtuvo también la muestra
necesaria para realizar los analisis de sangre de las variables clinicas rutinarias. La glucosa en
suero, triglicéridos, colesterol total y HDL fueron medidos mediante espectrofotometria
(Chemical Analyzer ILAB 650, Instrumentation Laboratory), mientras que las apolipoproteinas
Ay B se cuantificaron mediante nefelometria cinética (Immunochemistry Analyzer IMMAGE
800, BeckmanCoulter). Por ultimo, en las dos horas tras la extraccion, se determind la proteina
C-reactiva de alta sensibilidad (CRP) mediante una técnica basada en el inmuno ensayo

turbidimimétrico potenciado por particula.

5.7.Aislamiento de exosomas

En la introduccion de la presente tesis doctoral se ha mostrado la controversia existente
en el aislamiento de exosomas. Debido a ello, se decidio realizar el aislamiento mediante dos
metodologias distintas, la precipitacion usando kits comerciales y la seleccion por tamaiio
utilizando columnas de exclusion molecular. La metodologia basada en la ultracentrifugacion se
decidi6 descartar ya que el volumen de nuestra muestra de partida era reducido y, como se ha
discutido en la bibliografia, esta técnica aumenta la variabilidad, lo que es desaconsejable para

nuestro objetivo.

5.7.1. Métodos de precipitacion

En la presente tesis doctoral se utilizaron dos kits comerciales para el aislamiento de
exosomas. Ambos basan su metodologia en la precipitacion de los exosomas mediante el uso de
un polimero que altera la solubilidad de estos. Para asegurar la reproducibilidad de la
metodologia, debido a la importancia de los volimenes utilizados durante el proceso de
aislamiento, las pipetas fueron calibradas de manera previa a cada extracciéon. Ademas, el PBS
utilizado para ambos kits fue filtrado con un filtro de jeringa con un tamafio de poro de 0,22 um
previamente a cada aislamiento. A continuacion, se describira brevemente el protocolo utilizado

para cada uno de ellos.
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5.7.1.1. miRCURY exosome isolation kit (Exiqon)

Se descongelaron las muestras de partida (600 pul de plasma) a temperatura ambiente
(TA). Después, se centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos para precipitar y eliminar los restos
celulares de mayor tamafio. Se tomaron 600 pl de sobrenadante, a los cuales se les afiadieron 6 pl
de trombina (200 U), y se incub6 durante 5 minutos a TA. Se volvio a centrifugar a 10.000 g
durante 5 minutos a TA y se tomaron 500 pl del sobrenadante. A este volumen se anadieron 200
pl de Buffer de precipitacion A formando una nebulosa mediante pipeteo, primero en el fondo
del tubo y ascendiendo poco a poco con la pipeta hasta que todo el contenido del tubo tuviera un
aspecto homogéneo, turbio y blanquecino. Se mezcld en un agitador tipo vortex durante 5
segundos y se dejo incubar durante 1 hora a 4 °C. Por ultimo, se realizaron 2 centrifugaciones a
500 g y TA durante 5 minutos, eliminando por completo el sobrenadante y resuspendiendo
finalmente el pellet en 270 pl de PBS. Es importante eliminar por completo el sobrenadante antes
de resuspender el pellet, ya que la presencia de un pequefio volumen de este sobrenadante podria

interferir en las posteriores aplicaciones de los exosomas aislados.

5.7.1.2.  Total Exosome Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific)

Este kit comercial utiliza un volumen de muestra mas pequefio, partiendo de 200 pul de
plasma. Por ello, fue necesario realizar tres extracciones de cada muestra para que el volumen
inicial fuera similar al del otro kit y poder comparar los resultados. Las muestras se descongelaron
a TA (200 pl de plasma/extraccion) y se sometieron a dos centrifugaciones de 10.000 g a TA
durante 22 minutos. Tras la primera, se recogieron 180 pl del sobrenadante, los cuales se
sometieron a la segunda centrifugacion. Tras esta ultima, se tomaron 167 pul del sobrenadante a
los que se afiadié 84 pul de PBS. Las muestras se incubaron con 7,5 pl de proteinasa K del kit
durante 12 minutos a 37 °C. Posteriormente, se afiadieron 50 pl del agente precipitante formando
una nebulosa mediante el pipeteo y mezclandolo por completo en vortex. Inmediatamente
después, se incubaron las muestras a 4 °C durante 35 minutos. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaron durante 6 minutos a 10.000 gy TA, descartando por completo el sobrenadante. Este
proceso se realizd una segunda vez para asegurar la eliminacion del precipitante y el pellet se

resuspendio en 90 ul de PBS.
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Por ultimo, las 3 extracciones procedentes de la muestra de un mismo sujeto se mezclaron
en un tubo para sus futuras aplicaciones, obteniendo de esta manera un volumen de 270 pl, similar

al obtenido con el kit miRCURY.

5.7.2. Método de exclusion molecular
Las columnas de exclusion molecular fueron preparadas de manera manual en el
laboratorio de la UIT. A continuacion, se describira la preparacion de la columna, asi como el

proceso de extraccion y el tratamiento posterior para su reutilizacion.

5.7.2.1.  Preparacion de la columna

En la punta de una jeringuilla de plastico de 10 ml, se introdujo un trozo de media de
nylon 20D y se colocé una llave de tres vias. Previamente a su uso, la media de nylon fue
sumergida en etanol 80% durante al menos 1 hora y posteriormente se lavo utilizando agua
destilada para eliminar los restos de etanol. Después, con la jeringuilla colocada en posicion
vertical, se afiadi6 Sepharosa CL-2B (GE Healthcare Bio-Sciences AB) hasta la superficie. Se
dejo reposar y se eliminé el sobrenadante abriendo la via. Se continud afiadiendo pequefios
volumenes de Sepharosa hasta conseguir un lecho de 10 ml (Figura 10). Finalmente, se equilibr

la columna mediante el paso de 3 volumenes de PBS por cada columna.
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Figura 10. Columna de Exclusion Molecular utilizada para el aislamiento de exosomas.

5.7.2.2.  Aislamiento de exosomas

Antes de comenzar el proceso de fraccionamiento, se equilibré la columna mediante el
paso de 2 volimenes de PBS filtrado (aproximadamente 20 ml), exceptuando los casos en los que
se acabase de preparar la columna y ya se hubiese equilibrado con los 3 volumenes. Se introdujo
la muestra (600 pl de plasma) en la columna, se abri6 la llave y se fue descartando hasta que la
muestra entrd por completo en la columna. Tras ello, se fue afiadiendo PBS filtrado hasta recoger
24 fracciones de 0.5 ml cada una. Para cada columna se seleccionaron, de las 24 fracciones
obtenidas, las 3 en las que se habian eluido principalmente los exosomas de la muestra. Para ello,
se midi6 la cantidad de proteina de cada una de las 24 fracciones con el espectrofotometro
NANODROP 2000c (Thermo Fisher Scientific). Se determiné asi el perfil de elucion de cada

columna.

En la Figura 11, se muestra la determinacion del perfil de elucion de una de las columnas
utilizadas, y la seleccion de las 3 fracciones que contenian los exosomas. Se esperaba obtener,

para cada columna, dos picos de elucion: el primero se debe al contenido proteico de los exosomas
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que, debido a su tamafio, se eluyen antes. El segundo pico corresponde a la proteina soluble de la
muestra. Se seleccionaron, para cada columna, las 3 fracciones del primer pico de elucion que

mayor concentracion de proteina tenian.

2,5

1,5

0,5 l

0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Concentracion de proteina (mg/ml)

0,5 Numero de fracciones

Figura 11. Perfil proteico de elucion de una columna de exclusion molecular.

Finalmente se mezclo el contenido de las 3 fracciones seleccionadas en un solo vial
(obteniendo un volumen de 1,5 ml de exosomas aislados por cada muestra) y se almacenaron

dichos viales a -20 °C.

5.7.2.3. Conservacion de las columnas

Después de cada uso de una columna, se pas6é un volumen (10 ml) de PBS (Sigma), un
volumen de SDS (Sigma) 0,1%, y un volumen de azida (Sigma). Las columnas se conservaron

siempre en azida a 4 °C, y tapadas con Parafilm.

5.8. Caracterizacion de exosomas

5.8.1. Caracterizacion proteica

Se realizd un andlisis por Western Blot para detectar dos marcadores positivos de
presencia de exosomas (CD63 y HSP70) y para confirmar la ausencia de dos marcadores
negativos (GM130 y CytC). En primer lugar, se cuantificd la cantidad de proteina total en las

muestras por el método del acido bicinconinico o BCA (B9643, C2284, Sigma), usando el
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espectrofotometro Infinite 200 (Tecan Ibérica Instrumentacion). La cuantificacion de proteina
total permitio calcular el volumen de muestra necesario para realizar el Western Blot y cargar
siempre una cantidad determinada de proteina. Asi, suponiendo que las muestras estan purificadas
y que la distribucion proteica en los exosomas es homogénea, se cargd y analizé una cantidad
similar de exosomas por cada muestra. Se realizaron algunas pruebas cargando diferentes

cantidades de proteina y se determino que la cantidad de proteina idonea para cargar eran 20 pg.

Se hizo una dilucion 1:1 del volumen de muestra correspondiente a 20 pg de proteina en
tampon de carga 2x (Tabla 3). Todo ello se sometié durante 5 minutos a una temperatura de 95
°C para desnaturalizar la proteina. Los 20 pg de proteina total ya desnaturalizada se cargaron en
el gel de poliacrilamida comercial ExpressPlus PAGE Gel (GenScript). A continuacion, se realizo
la electroforesis durante 90 minutos a un voltaje de 120 voltios, usando el kit Mini-PROTEAN

Tetra Cell (Bio-Rad) y tampdn de electroforesis (Tabla 3).

Tras la electroforesis se realizo la transferencia de proteinas a una membrana PVDF
Hybond-P (GE Healthcare Life Sciences). Para ello se utiliz6 la cubeta Mini Trans-Blot cell (Bio-
Rad), se afiadié tampon de transferencia (Tabla 3) y se aplicé un amperaje de 0,2 amperios durante

60 minutos.

Para comprobar que la transferencia se habia realizado correctamente, se sometieron las
membranas a una tincion con Ponceau S (Sigma), que tifie las proteinas inespecificamente. Para

eliminarlo se realizaron tres lavados de 30 minutos con TTBS (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion de soluciones de Western Blot.

Solucién Composicion
° Tamp()n de carga 2x 100 mM Tris-HCI ph 6,8, 4 % SDS, 20 % glicerol, 5% B-
mercaptoetanol, 2,5 % azul bromofenol al 0,5 % y etanol al 10 %

e Tampoén de electroforesis 50 mM Tris-HCl, 192 mM glicina, 0,2 % SDS
e Tampoén de transferencia 50 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 20 % metanol
e TTBS 20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20
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A continuacion, se bloquearon las membranas con una solucién de TTBS con 5 % de
leche desnatada en polvo durante 1 hora a TA. Para la determinacion de los marcadores
exosomales positivos y negativos, se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios frente a
epitopos humanos: anti-CD63 rabbit IgG EXOAB-CD63A-1 [System Bioscience], anti-HSP70
mouse-monoclonal IgG sc32239 [Santa Cruz Biotechnology], anti-cytC mouse-monoclonal IgG
sc-13156 [Santa Cruz Biotechnology] y anti-GM130 mouse-monoclonal IgG sc-55591 [Santa
Cruz Biotechnology]. Los anticuerpos primarios se diluyeron 1:1.000 en tampon de bloqueo
(TTBS y leche en polvo al 5 %). La incubacion con los anticuerpos primarios se realizo durante
toda la noche a 4 °C. Para eliminar el anticuerpo primario, se realizaron tres lavados de 15
minutos con TTBS (Tabla 3). Los anticuerpos secundarios (goat anti-mouse IgG-HRP sc-2005
[Santa Cruz Biotechnology] y goat anti-rabbit IgG-HRP secondary antibody EXOAB-HRP
[System Bioscience]) fueron diluidos 1:20.000 en tampoén de bloqueo. Las membranas se
incubaron durante 1 hora a TA con las soluciones de anticuerpos secundarios. Al final se elimind
el exceso de anticuerpos con 3 lavados de 10 minutos con TTBS. Finalmente, se afadio el sistema
quimioluminescente Luminata Crescendo Western HRP Substrate (Millipore) hasta cubrir la

membrana, que 5 minutos después se revel6 con Versadoc ™ Imagining System (Bio-Rad).

5.8.2. Analisis morfologico

5.8.2.1.  Microscopia Electronica de Transmision

La morfologia de los exosomas fue evaluada mediante su visualizacion en el TEM
utilizando la metodologia descrita previamente por Lotvall y colaboradores '*, La tincion se llevo
a cabo en el servicio de Microscopia de Sistemas Biologicos de la Universidad de Zaragoza.
Brevemente, en primer lugar, la proteina total de cada muestra se evalué mediante BCA (B9643,
C2284, Sigma). Una gota de 10 pg de proteina exosomal fue colocada en una lamina de Parafilm.
Los exosomas fueron fijados con glutaraldehido al 2,5 % y después se lavaron con agua
desionizada. El contraste aplicado a la muestra se realiz6 con acetato de uranilo al 2 %, se incrusté
en metil celulosa al 0,13 % y 0,4 % de acetato de uranilo. Posteriormente, las muestras se
visualizaron en el Instituto de Nanociencia de Aragén (INA). Se utilizé el microscopio electronico

Tecnai T20 (FEI Company), con un filamento de LaBs. El voltaje utilizado para la visualizacion
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fue de 200 KV y la adquisicion de las imagenes se realizo con una camara CCD 2K x 2K modelo

Veleta (Olympus).

5.8.2.2.  Andlisis de DLS

La distribucion de tamafio de nanoparticulas de nuestras muestras fue determinada
mediante un ensayo de dispersion dindmica de la luz en el INA. Para ello, se diluyeron 25 pul de
muestra hasta un volumen final de 500 pl con PBS filtrado. Las medidas se realizaron utilizando
el NanoBrook 90Plus PALS Particle Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation). Las
muestras fueron incididas por un laser de diodo de 35 mW, que permitia discriminar tamafios de

particula de entre 0,3 nmy 6 pum.

5.9. Analisis de miRNAs

La metodologia utilizada para la extracciéon de miRNAs, su retrotranscripcion y el proceso
de analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) fueron similares para los tres
tipos de extracciones de exosomas realizadas. Durante todo el proceso, se utilizo una superficie
limpia, libre de RNasas, se utilizaron tubos libres de RNasas y se siguieron todas las medidas
necesarias para evitar la degradacion de miRNAs. A continuacion, se describiran brevemente los

protocolos y materiales utilizados para las distintas etapas.

5.9.1. Extraccion de RNA total

El RNA total de los exosomas fue extraido mediante el kit comercial miRCURY RNA
Exosome Isolation Kit (Exiqon) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se
partié de 200 pl de la solucion de exosomas purificados anteriormente. A esta se le afiadieron 60
ul del reactivo de lisis, se mezcld y se incubd durante 3 minutos a TA. Tras ello, se afiadieron 20
pl de reactivo de precipitacion proteica, se agitd y se incubd 1 minuto a TA. La muestra se
centrifugd 3 minutos a 11.000 g y TA y se recogio el sobrenadante en un tubo nuevo, al que
también se afiadieron 400 pl de isopropanol. Esta mezcla se cargd en la columna microRNA Mini
Spin Column BF. Se realizaron varios ciclos de lavado en la columna y posteriormente se procedid
a la elucidon del RNA total con 100 pul de agua libre de RNasas. El RNA total eluido en un nuevo

tubo libre de RNasas fue almacenado a -70 °C hasta su uso.
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5.9.2. Retrotranscripcion

La retrotranscripcion (sintesis de cDNA a partir de RNA) se llevo a cabo con el kit
comercial miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR kit (Exiqon). Para cada reaccion se
afiadieron 2 pl de tampdn 5x, 4,5 pl de agua libre de RNasas, 1 pl de retrotranscriptasa, 0,5 pl del
control interno (véase apartado 6.9.4) y 2 ul del RNA total. Para cada ensayo, se prepar6 una
mezcla comun (exceptuando el RNA total) y se anadieron 8 pl por reaccion. Por ultimo, se
afiadieron los 2 pl de RNA total. El proceso de retrotranscripcion se realizé en el termociclador
Veriti (Applied Biosystems) siguiendo el siguiente protocolo: 60 minutos a 42 °C, 5 minutos a 95
°C y posterior mantenimiento a 4 °C. El cDNA fue conservado a -20 °C hasta el momento de su

utilizacion.

5.9.3. Cuantificacion de miRNAs (RT-qPCR)

La PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) permite cuantificar DNA gracias a la
medida de la fluorescencia emitida por un fluorocromo que se une al producto de PCR. Para llevar
a cabo esta reaccion se usaron los reactivos e indicaciones del kit miRCURY LNA Universal RT
microRNA PCR (Exiqon), que permite amplificar y cuantificar el cDNA procedente de algunos
miRNAs de las muestras originales. El volumen final de reaccion fue de 10 pl. Antes de llevar a
cabo la RT-qPCR se realiz6 la dilucion del cDNA 1:80 en agua libre de RNasas. Se afiadieron 4
ul de cDNA diluido, 5 pl de PCR Master Mix (Exiqon) y 1 ul de LNA PCR Primer Mix (Exiqon).
La preparacion previa de los cebadores LNA se realizO de manera similar para los
correspondientes a los miRNAs de analisis y los controles internos. Se afiadieron 220 ul de agua

libre de RNasas, se incubd a RT durante 20 minutos y se mezclé mediante vortex.

La RT-qPCR se realizo con el termociclador Viid 7 (Applied Biosystems) y el reactivo
que se utilizé para cuantificar fue ExiLENT SYBR Green master mix (Exiqon). La molécula de
SYBR Green es una molécula capaz de intercalarse entre las dos hebras de la doble hélice de DNA
y emitir fluorescencia. Conforme la DNA polimerasa crea nuevas copias de la hebra molde,
incrementa la intensidad de la fluorescencia, ya que el SYBR Green se une a todas las cadenas de
doble hélice, obteniéndose un incremento en la intensidad de la fluorescencia que es directamente

proporcional a la cantidad de producto de PCR producido. Debido al instrumento de medida, para
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que la cuantificacion de fluorescencia medida sea correcta, se afiadidé una determinada
concentracion de ROX sobre la mezcla de SYBR Green inicial (1:100), antes de preparar la mezcla

de reaccion.

El programa de reaccion de RT-qPCR fue el siguiente: un paso inicial de activacion de la
polimerasa 10 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de un primer intervalo 10 segundos a 95 °C

y un segundo intervalo de 60 °C durante 1 minuto.

5.9.4. Seleccion de miRNAs

La seleccion de los miRNAs se realizo a partir de la bibliografia disponible. Se buscaron
y seleccionaron miRNAs que pudiesen estar implicados en procesos de hipoxia, que se
relacionasen con inflamacién o que participasen en procesos aterogénicos. En la Tabla 4 se
presentan los miRNAs de estudio junto al indicio por el que se incluyeron en el analisis. Ademas,
se incluyeron 2 miRNAs que son propuestos en numerosos trabajos como miRNAs
normalizadores en exosomas como son miR-16 8! y let-7a '®2, y los miRNAs para el control de

183,184

la hemolisis miR-451 y miR-23a
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Tabla 4. miRNAs seleccionados.

miRNA Seleccion

hsa-miR-21-5p

hsa-miR-126-5p

hsa-miR-143-5p
hsa-miR-145-5p

hsa-miR-150-5p

hsa-miR-155-5p

hsa-miR-222-3p

hsa-miR-223-3p

hsa-miR-320a

hsa-let-7 g-5p
hsa-miR-630
hsa-miR-16-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-miR-451

hsa-miR-23a

Posible contribucion al inicio de los procesos aterogénicos '*° y
considerado un posible marcador de dafio endotelial debido a hipoxia '*¢

Puede bloquear la aterosclerosis a través del inhibidor de Notchl, DIk1

187

Participa en los procesos de control aterogénico junto a miR-145 8189

Participa en los procesos de control aterogénico junto a miR-143 '8
Relacionado con procesos aterogénicos '*° y en procesos inflamatorios
asociados con hipoxia '*!

Relacionado con situaciones de hipoxia a través del factor inducible por

hipoxia 1a 1919

Responde a situaciones de hipoxia '** y parece estar implicado en el

dafio endotelial '’

Implicado en enfermedades cardiovasculares e hipoxia 19197

Tiene un efecto pro-aterogénico mediante el control del factor de
respuesta del Suero (SRF) 1%

Implicado en la regulacion de la aterosclerosis !*°

miRNA propuesto como mediador del dafio endotelial 2

miRNA propuesto como normalizador '8!

miRNA propuesto como normalizador '#?

miRNA de control de hemolisis 8184

miRNA de control de hemdlisis 3334
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5.9.5. Controles internos

Los procesos de extraccion y analisis de miRNAs son sensibles a posibles pérdidas de
material genético debido a la actuaciéon de RNasas. A pesar de que durante todo el proceso se
trabajan con unas condiciones adecuadas para evitar este efecto, es necesario introducir controles
en concentraciones conocidas a lo largo de todo el proceso que permitan corroborar la integridad
de la muestra (Tabla 5). De esta manera, los posibles cambios que se encuentren se asociaran a
los cambios en las caracteristicas y el estado de los pacientes y se descartara la inferencia de
factores externos metodologicos en los resultados. En los experimentos realizados durante la
presente tesis doctoral, se introdujeron controles internos en dos puntos del proceso de extraccion
y analisis de los miRNAs exosomales, durante la extraccion del RNA y en la retrotranscripcion.
En el proceso de extraccion del RNA total, se afiadio 1 pl de una mezcla que contiene los controles
UniSp2, UniSp4 y UniSp5 (RNA sintético, Exiqon) por cada 60 pl de solucion de lisis. En el
proceso de retrotranscripcion se afiadieron 0,5 pl por cada muestra de una mezcla de cel-miR-39

y UniSp6 (RNA sintético, Exiqon).

Tabla 5. Controles internos y punto de adiciéon durante el proceso de analisis.

MiRNA Punto de adicion

UniSP2 Extraccion RNA total
UniSP5 Extraccion RNA total
UniSPé6 Retrotranscripcion
Cel-miR-39 Retrotranscripcion

La preparacion de los controles internos siguid un proceso parecido para ambos. En el
caso de los controles para la extraccion del RNA total (UniSp2, UniSp4 y UniSp5), se centrifugd
brevemente el vial, se afladieron 80 pl de agua libre de RNasas y se repos6 durante 25 minutos
en hielo. Tras ello, se mezcld en vortex y se volvio a centrifugar brevemente. Esta solucion de
control interno se alicuoto6 en fracciones adecuadas para su uso y se congeld a -20 °C. En el caso
del control del proceso de retrotranscipcion, este proceso fue ligeramente distinto ya que UniS6
y cel-miR-39 se encuentran almacenados liofilizados en dos viales independientes. Por ello, en
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primer lugar, se realizo6 la resuspension con 80 ul de agua libre de RNasas de UniSp6 y
posteriormente, con esos mismos 80 ul se resuspendio cel-miR-39. En este caso se realizé también
el proceso de alicuotado para su congelacion y evitar de esta manera los ciclos de

congelacion/descongelacion.

5.9.6. Normalizacion de los niveles de miRNAs

En el andlisis de miRNAs en exosomas circulantes existe también cierta controversia
sobre la metodologia a utilizar para la normalizacion de los resultados. En los primeros ensayos
realizados en miRNAs exosomales, se utilizé como normalizador los controles internos como cel-
miR-39 que se introducian a lo largo del proceso de extraccion en concentraciones conocidas y
similares para todas las muestras. Sin embargo, esta metodologia ha quedado en desuso y se ha
sustituido por el uso de miRNAs que se encuentran en el interior de los propios exosomas. Debido
a que el contenido exosomal puede variar en funcion del tipo celular que los secreta y el estado
en el que se encuentra la misma, es necesario estudiar para cada tipologia de grupo de muestras
el miRNA que se encuentra mas estable en todo el conjunto muestral. Con este objetivo, se utilizé
la herramienta online RefFinder que permite determinar el miRNA normalizador mas idoneo
entre los analizados ?°!. Esta herramienta combina tres programas distintos para ello, BestKeeper,

Normfinder'y geNorm.

5.9.7. Determinacion de la cantidad relativa de miRNAs

El estudio cuantitativo de los niveles de miRNAs se basé en el analisis de los valores de
ciclo umbral (Ct, Cycle Treshold) obtenidos mediante la RT-qPCR. Este valor se corresponde con
el nimero minimo de ciclos de PCR necesarios para que se produzca una sefal cuantificable, es
decir, el ciclo en el que la sefial de fluorescencia cruza la linea umbral. Este aumento en la sefial
se produce debido a la amplificacion del material genético analizado. En los analisis realizados,
la linea umbral de fluorescencia (umbral) se ajust6 de manera manual con el objetivo de evitar la
presencia de posibles artefactos y disminuir en la medida de lo posible la presencia de ruido de
fondo sin pérdida de sefial. Este ajuste se realizd mediante el programa informadtico
QuantStudio™ Real-Time PCR Software vi.2.4 (Applied Biosystems). Para la evaluacion de los

niveles de miRNAs entre los grupos se utilizo el método de AACt 2, Tras la obtencion del Ct, se
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obtuvo el valor de ACt mediante la sustraccion al valor de Ct del miRNA el del Ct del miRNA
normalizador. Tras ello, se calculd el ACt medio de cada grupo de analisis y se rest6 el valor de
ACt medio del grupo de referencia a los demas grupos, obteniendo de esta manera el valor de
AACt. Por ultimo, para transformar el proceso exponencial en una relacion lineal, se utilizo la
conversion 22, El valor limite de Ct que se considero de confianza para considerar cuantificable

la sefial de un miRNA fue 36.

5.10. Analisis estadistico

Los resultados que se presentaran en esta tesis doctoral se engloban en dos grupos
principales. Por un lado, los datos correspondientes a la descripcion de poblaciones y las variables
clinicas analizadas, que se presentaran como valores medios + desviacion estandar (DE). En el
caso del Estudio II, que evalua la estabilidad de los miRNAs a lo largo del tiempo en una
poblacion control, los datos se presentardn de manera especifica para cada sujeto control. El
segundo grupo datos analizados contendra todos aquellos procedentes de los analisis realizados
sobre los miRNAs exosomales. Para el analisis de estos datos se utilizaran los valores de ACt (Ct
de la muestra para un miRNA menos el Ct del miRNA normalizador para esa misma muestra)
para realizar los pertinentes analisis estadisticos. Este valor se relaciona de manera inversa con
los niveles de miRNAs (Mayor ACt implica menor cantidad de miRNA y viceversa). De manera
previa al andlisis, se realizo la blisqueda y eliminacion en dicho caso de valores andmalos
mediante el test de ROUT utilizando GraphPad Prism 6 (GraphPad Software). Adicionalmente,
los graficos de comparaciones intergrupales mostraran los valores de tasa de cambio calculada

mediante el método de 2(-AACt) usando GraphPad Prism 6.

Los procedimientos estadisticos que se utilizaron durante los analisis de resultados de la
presente tesis son los siguientes: I) El anlisis de normalidad de las muestras se realizo mediante
la prueba de Kolmogorv-Smirnov; II) la evaluacion de los cambios intergrupales se llevo a cabo
mediante contrastes paramétricos t-Student o ANOVA, si la variable seguia una distribucién
normal, mientras que, si no seguian una distribucion normal, se utilizaron el test U de Mann-
Whitney (para comparar 2 grupos) o el test H de Kruskal Wallis (para comparar mas de 2 grupos);

II)) la variabilidad interindividual se evalué mediante el calculo del coeficiente de variabilidad
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(CV); IV) la variabilidad intraindividual a lo largo del tiempo fue definida a partir del analisis de
regresion lineal para los valores de miRNAs exosomales en cada visita; V) la robustez del método
de analisis de miRNAs exosomales fue analizada mediante el test de Bland-Altman; VI) los
efectos del tratamiento con CPAP se evaluaron mediante pruebas pareadas, en el caso de variables
normales se utilizo la prueba t de Student pareada, mientras que para las variables no paramétricas

se utilizo el test de Wilcoxon.

Los paquetes estadisticos utilizados para realizar estos andlisis y la elaboracion de los

graficos fueron GraphPad Prism 6 (GraphPad Software) y SPSS version 23.0 (IBM).
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6.1. Estudio 1. “Optimizacion del método de aislamiento y
caracterizacion de exosomas circulantes de plasma en pacientes con

AOS”

Este primer estudio (estudio piloto), se llevd a cabo con un reducido nlimero de muestras
con el fin de determinar, en primer lugar, la presencia de exosomas en nuestras muestras de plasma
y, posteriormente, evaluar qué técnica de aislamiento era mas eficaz para realizar los posteriores
estudios de perfiles de miRNAs exosomales. Para ello, se realizd la extraccion de exosomas
mediante el kit comercial basado en la precipitacion con polimero miRCURY Exosome Isolation
Kit y mediante columnas de exclusion molecular (Size Exclussion Chromatography, SEC)
preparadas de manera manual. En la Figura 12, se muestra el flujo de trabajo que se sigui6 con el

tamafio muestral de cada grupo.

Caracterizacion
Proteica, Western Blot

n=3

Extraccion de

Exosomas Caracterizacion

Kit/SEC Morfoldgica
n=8

Analisis de miRNAs
n=8
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Figura 12. Diagrama de trabajo seguido en el Estudio I. La extraccion de exosomas se
llevo a cabo mediante el kit comercial miRCURY Exosome Isolation kit y mediante columnas de
exclusion molecular (SEC). Se realizd la extraccion de exosomas en 8§ muestras para cada
metodologia y aparece el numero de muestras (n) analizado para cada tipo de metodologia.

6.1.1. Caracterizacion proteica

Los analisis de caracterizacion proteica se realizaron mediante la técnica de Western Blot,
determinando como marcadores positivos de exosomas las proteinas CD63 y HSP70 y como
marcadores negativos una proteina de localizacion mitocondrial, CytC, y otra del aparato de

Golgi, GM130.

Figura 13. Imagenes de Western Blot frente a Hsp70 (A y B) y a CD63 (C y D) de las
muestras obtenidas por SEC (B y D) y por el kit de Exiqon (A y C).

Como se muestra en la Figura 13, se confirmé la presencia de exosomas por la
visualizacion de una doble banda en torno a 75 kDa en el caso de HSP70 y una banda de
aproximadamente 65 kDa para CD63. En el caso de las muestras aisladas por SEC, debido a la
dilucion de los exosomas durante la elucion y la baja concentracion proteica de estas muestras,

no fue posible cargar la cantidad proteica indicada, sino que se cargd el volumen maximo (20 pl)
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y la intensidad de sefial para la muestra obtenida mediante SEC fue notablemente menor. La

ausencia de impurezas fue comprobada por la ausencia de sefial para CytC y GM130.

6.1.2. Caracterizaciéon morfologica
Para evaluar la integridad de los exosomas y determinar su presencia en las muestras

obtenidas se realizo la caracterizacion de su morfologia mediante las dos técnicas descritas, TEM

y DLS.

6.1.2.1. TEM

En primer lugar, como se observa en la Figura 14, se visualiz6 mediante TEM la solucion
en la que se resuspendieron y/o eluyeron los exosomas, PBS filtrado, con el objetivo de descartar
falsos positivos debido a su interferencia. Como se puede comprobar, no se observo la presencia
de esferas que se pudiesen asemejar a exosomas, detectdndose tan solo un fondo gris

aparentemente homogéneo.

Figura 14. Imagenes de TEM correspondientes al PBS filtrado

La Figura 15 muestra las imagenes correspondientes a los exosomas aislados de las
muestras. Se encontraron vesiculas de diferentes tamafios (desde 30 nm hasta aproximadamente
150 nm), ademas de estructuras de mayor tamafio, que podrian corresponder a agregados de varios
exosomas (Figura 15-E). Comparando las imagenes obtenidas mediante las dos metodologias, los
exosomas aislados mediante la precipitacion con polimero mostraron mayor contraste al TEM,
como se puede observar en la Figura 15A-C. En estas, se aprecian estructuras esféricas con borde

oscuro, debido a que sus membranas aparecen mas intensamente tefiidas por su mayor densidad
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electronica. En las muestras extraidas mediante SEC, Figura 15D-F, también se observo el
contraste de la membrana exosomal. La menor cantidad de exosomas en las muestras aisladas
mediante SEC se pudo observar de manera cualitativa en el TEM. Esto concuerda con las medidas

proteicas que se realizaron en el apartado anterior.

Figura 15. Imagenes de exosomas obtenidas mediante TEM (A, B, C exosomas obtenidos

mediante precipitacion con polimero; D, E, F exosomas aislados mediante SEC)

6.1.2.2. DLS

A pesar de haber observado que el tamafio de las vesiculas determinado mediante el TEM
correspondia con el rango esperado para los exosomas, se llevaron a cabo analisis de DLS para
evaluar la distribucion de tamafio global de las microvesiculas presentes en nuestras muestras. En
la Figura 16 se presenta una muestra representativa de cada una de las metodologias utilizadas.
El tamafio de las vesiculas es heterogéneo al igual que se apreciaba en el TEM. Sin embargo, si
que se puede apreciar que existe una mayor proporcion de vesiculas pequefas, de entre 30-50 nm.
En el caso de la SEC, se observo una poblacion con un rango de didmetro mas estrecho (20-50
nm), mientras que, para el kit, se observaron mas poblaciones, con un rango de tamafios mas
amplio (20 y 100 nm).
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Figura 16. Grafica del analisis de DLS de las muestras de exosomas aislados con el kit
(C1) y mediante SEC (C2). Se representa el % de intensidad medido por DLS (proporcional al %

de particulas detectadas) para un rango de tamafio de particula de 0 a 150 nm.

6.1.3. Analisis de miRNAs

Tras haber comprobado la presencia de exosomas en las muestras obtenidas mediante
ambas metodologias, se procedi6 al analisis de miRNAs para evaluar cual de las metodologias

era mas adecuada para este fin.

6.1.3.1.  Evaluacion de controles internos
En primer lugar, para comprobar la integridad de las muestras y que no hubiera pérdida
de RNA debido a su manipulacion, se analizaron cuatro controles internos. UniSp2 y UniSp5 se
utilizaron como controles internos del proceso de extraccion del RNA, mientras que cel-miR39 y

UniSp6 se usaron como controles internos de la retrotranscripcion.

Como se observa en la Tabla 6, para todos los controles internos, excepto UniSp5, se
obtuvieron valores bajos de Ct, ademas de una intensidad de sefial por encima del umbral en todas
las muestras analizadas. Estos resultados son coherentes con las indicaciones del fabricante, ya
que la concentracion de UniSp5 es 10.000 veces menor que la de UniSp2 en la mezcla de controles
internos afiadida a la muestra previamente a la extraccion del RNA. Esta diferencia en la
concentracion implicaria que el Ct obtenido para UniSp5 deberia ser de en torno a 12 unidades
mayor que para UniSp2. Las diferencias obtenidas en nuestro estudio entre ambos controles son

de 11-12 unidades, encontrandose entre los rangos esperados segtin el fabricante. Estos resultados
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permiten confirmar que la extraccion del RNA y su retrotranscripcion se han realizado con una
eficiencia adecuada y se descarta la presencia de inhibidores de la PCR y la degradacion sustancial

del RNA debida a la manipulacion de muestras.

Tabla 6. Resultados de la qPCR para los controles internos. Se recogen los valores
medios de Ct (Ct) con su desviacion estandar (SD) y el nimero de muestras con sefial detectable

por encima del umbral de fluorescencia (nsegat).

Plasma - Kit

Plasma - SEC

Ct+SD n N sefial Ct+SD n N sefial
UniSp2 22,23+ 0,73 8 8 24,41 +1,48 8 8
UniSp5 34,19 £ 0,05 8 2 33,62 8 1
cel-miR39 23,88 + 0,46 8 8 24,92 + 0,83 8 8
UniSp6 18,76 £ 0,31 8 8 19,02 £ 0,29 8 8

6.1.3.2. Valores de miRNAs

La Tabla 7 presenta los valores de Ct obtenidos para los distintos miRNAs analizados
para cada tipo de aislamiento, asi como el nimero de muestras para las que se obtuvo sefial por
encima del ciclo umbral. Hay que tener en cuenta para este ultimo dato, que el total de muestras
analizadas en ambos métodos fue el mismo (n=8). Los valores medios de Ct fueron menores en
las muestras de plasma aisladas por kit comercial (Tabla 7), lo cual indica una mayor
concentracion de los miRNAs amplificados en dichas muestras respecto a las aisladas por SEC.
Ademds, el aislamiento mediante el kit comercial proporcion6 seial por encima del umbral en un

mayor nimero de muestras.
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Tabla 7. Resultados de la RT-qPCR para los miRNAs analizados. Valores medios de

Ct (Ct) con su desviacion estandar (SD) y nimero de muestras con sefial detectable (nsesial).

Plasma Kit Plasma SEC
Ct+SD seiial Ct+SD
let7a 32,70 + 1,40 8 35,66 + 1,86 2
miR16 23,84 + 1,09 8 30,47 £ 0,47 7
miR21 26,74 + 0,90 8 33,57 +2,38 7
miR34 32,14 £ 0,44 5 - 0
miR126 29,2 +0,83 8 33,35+ 0,86 4
miR133 34,23 £ 0,66 2 - 0
miR145 35,15+1,27 8 35,46 £ 0,07 2
miR146 30,97 £ 1,27 8 - 0
miR155 34,80 £ 0,45 2 - 0
miR223 25,75+ 1,02 8 31,30 £ 0,61 6
miR320 31,97+ 1,11 8 35,71 3,47 2

6.1.3.3.  Analisis del Coeficiente de Variacion
El coeficiente de variacion (CV = 100- SD/ Ct)proporciona una medida de la dispersion de los
datos: cuanto més alto sea este valor, mayor es la heterogeneidad o dispersion de los datos. Como
se puede comprobar en la Tabla 8, se obtuvieron valores de CV bajos, lo cual indica que los datos
son homogéneos y no existe gran dispersion entre ellos. Los miRNAs cuyos niveles son mas
heterogéneos son miR21 y miR320, sobre todo para los exosomas aislados por SEC. Para el resto
se obtienen valores bajos de CV, que respaldan la homogeneidad de los valores de Ct obtenidos

para las diferentes muestras.
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Tabla 8. Coeficiente de variacion (CV). CV expresado en % de los valores de Ct obtenidos
para cada microRNA analizado por RT-qPCR, para los exosomas aislados de plasma con kit
comercial (Plasma-Kit) y mediante columnas de exclusion (Plasma-SEC). CV=co implica que,
para el correspondiente método y miRNA, ninguna o solamente una de las muestras analizadas

produjo una sefial por encima del umbral en la RT-qPCR.

miRNA Plasma-Kit Plasma-SEC
Let-7a 4,28 % 5,23 %
miR-16 4,57 % 1,56 %
miR-21 3,38 % 7,10 %
miR-34 1,37 % o
miR-126 2,85 % 2,58 %
miR-133 1,94 % 0
miR-145 3,62 % 0,21 %
miR-146 4,09 % 0
miR-155 1,30 % o
miR-223 3,97 % 1,96%
miR-320 3,49 % 9,73 %

6.1.3.4. Comparacion entre metodologias
Con el objetivo de determinar cudl de las dos técnicas utilizadas es mas idonea para la
cuantificacion de miRNAs mediante RT-qPCR, se compararon los resultados obtenidos para la

bateria de miRNAs seleccionada.

En la Figura 17, se muestran los graficos de barras de los Ct que se obtuvieron al
cuantificar mediante qPCR los miRNAs de exosomas aislados mediante ambas técnicas. Los
valores de Ct eran més bajos en los exosomas aislados mediante el kit comercial y por lo tanto el
nivel de miRNAs en estas muestras era mayor que en los obtenidos mediante SEC. Ademas, en
el caso de la SEC, no se obtuvo sefial cuantificable para 4 de los miRNAs analizados: miR-34,

miR-133, miR-146 y miR-155.
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Figura 17. Perfil de miRNAs analizados mediante RT-qPCR. Muestras de exosomas
aislados mediante kit comercial (izquierda) y mediante columna de exclusion molecular (SEC,
derecha). Las barras representan los valores medios de Ct obtenidos para cada uno de los miRNAs

analizados, con sus correspondientes barras de error (desviacion estandar).

Para evaluar la relevancia de estas diferencias se decidi6 comparar los datos obtenidos
para la muestra de cada individuo con cada una de las dos metodologias. En la Figura 18 se puede
observar con cada punto el valor de Ct que se obtuvo para cada individuo en las dos técnicas y
unido mediante una linea aquellos que pertenecen a un mismo individuo, de manera que se pueda
observar si existe una tendencia general al aumento del Ct en las muestras extraidas mediante
SEC en la muestra de cada individuo. Para analizar estadisticamente estos valores, se realizo la
prueba t de Student pareada, obteniéndose diferencias significativas (P < 0,05) para 5 de los 11
miRNAs analizados: miR16, miR21, miR126, miR223 y miR320. Para 4 de los 11 miRNAs no
se pudieron comparar los Ct obtenidos con ambos métodos de aislamiento debido a que solo se

obtuvo sefial en los exosomas aislados con el kit.
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Con la comparacion de los valores de Ct obtenidos en exosomas aislados con los dos
métodos podemos concluir que cuando el Ct medio obtenido en los exosomas aislados mediante
el kit para un miRNA es < 30, los valores en los exosomas obtenidos por SEC presentan una sefial
cuantificable, con Ct medios aproximadamente 6 unidades mayores que los obtenidos con el kit.
Por otro lado, si el Ct medio en los exosomas del kit para un miRNA es >30, en los exosomas

aislados mediante SEC no se obtuvo sefial.

6.1.4. Discusion

Este estudio se llevd a cabo con el objetivo de determinar la metodologia mas idonea para
realizar los andlisis de miRNAs exosomales a partir de muestras de plasma. Ademas, se
caracterizaron los exosomas para comprobar que estos estaban siendo aislados de manera
correcta. La caracterizacion mostro la presencia de exosomas en las muestras obtenidas mediante
ambas metodologias. Sin embargo, las muestras obtenidas mediante SEC parecian tener una
menor concentracion como se observo en la sefial obtenida en el Western Blot y en la visualizacion

de una menor cantidad de vesiculas mediante TEM.

Nuestros resultados indican que, para muestras pertenecientes a los mismos sujetos, se
detecta una mayor concentracion de miRNAs exosomales en los exosomas aislados mediante el
uso del kit comercial que en los aislados por SEC. Este resultado es acorde con lo descrito por
otros autores en otro biofluido como la orina en el que se obtuvieron los mayores rendimientos
de aislamiento de miRNAs mediante el uso de kits comerciales basados en precipitacion 20204,
Aunque los resultados no fueron completamente satisfactorios en el caso del aislamiento mediante
SEC hay que tener en cuenta, por un lado, que en el procedimiento experimental del kit comercial
se siguieron las indicaciones del fabricante, por lo que este proceso junto a la aplicacion de las
muestras para cuantificaciéon de miRNAs estaba optimizado; por otra parte, en el caso de la SEC
su acoplamiento a los reactivos de cuantificacion de miRNAs no es tan dptimo. Ademas, es
importante tener en cuenta que, segun se indica en el apartado 5.7.1.1y 5.7.2.2., los exosomas se

aislaron a partir de 0,5 ml de plasma en ambos casos. Sin embargo, con el kit comercial se

obtuvieron los exosomas diluidos en un volumen final de 300 ul, mientras que, en el aislamiento
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con SEC, se obtuvo un volumen final de 1.500 pl de exosomas. Es decir, los exosomas aislados
mediante SEC estaban 5 veces mas diluidos que los exosomas aislados mediante kit comercial.
Por ello, fue coherente que en la qPCR se obtuviese mas sefial (menores Ct) en los exosomas del

Kit que en los exosomas de la SEC.

Este estudio nos llevo a concluir que, en nuestro tipo de muestras, partiendo de un
volumen inicial de 0,5 ml de plasma, el método de eleccion para el aislamiento de exosomas con

el objetivo de cuantificar sus miRNAs es la precipitacion mediante un polimero.
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6.2. Estudio II. “Estabilidad de miRNAs de exosomas circulantes en

sujetos sanos”

El papel de los exosomas y su cargo en diferentes procesos tanto fisiologicos como
patologicos, junto con su obtencion a partir de biofluidos facilmente accesibles, proporciona a los
miRNAs exosomales unas propiedades muy interesantes para ser utilizados como biomarcadores.
Tras haber aislado y caracterizado los exosomas de plasma en el Estudio I, en este Estudio II nos
planteamos el objetivo de determinar si los miRNAs exosomales objeto de nuestro estudio
permanecian estables en el tiempo en sujetos control. Ademads, comparamos la eficiencia de dos
kits comerciales para llevar a cabo este objetivo y el efecto que la congelacion previa o posterior
a la extraccion de exosomas puede tener en la integridad de los mismos y en los niveles de
miRNAs detectados. Estos aspectos son fundamentales para la posible aplicacion clinica del

analisis de miRNAs como elementos de diagnostico.

Los resultados que se exponen a continuacion han sido publicados en la revista Scientific
Reports en el trabajo de D. Sanz-Rubio y colaboradores titulado “Stability of Circulating
Exosomal microRNAs in Healthy Subjects”, DOI:10.1038/s41598-018-28748-5, publicado el 9

de Julio de 2018.

6.2.1. Sujetos

La poblacion de estudio en este trabajo constd de 3 hombres y 4 mujeres, todos ellos sin
patologia asociada, de edades comprendidas entre los 25 y los 62 afios, sin diferencias de edad
media entre sexos. En la Tabla 9 se presenta un resumen de los datos clinicos de cada sujeto. Las
muestras de sangre se extrajeron a lo largo de 4 visitas separadas cada una de ellas por

aproximadamente una semana.
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Tabla 9. Datos clinicos de los sujetos.

LDL

Género IMC Glucosa  Triglicéridos Colesterol HDL

kg/m? mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
C1 Hombre 25 20,66 84 81 203 83
C2 Mujer 25 22,00 80 74 213 50
C3 Mujer 34 21,36 82 75 165 43
C4 Mujer 29 20,80 83 62 200 73
Cs Hombre 61 25,31 89 145 176 50
Cé Hombre 35 27,16 90 69 177 56
C7 Mujer 47 23,66 87 55 137 56

Media 36,6£13 | 23425 | 8537 80,1£29,9 181,6+£14,2 | 58,7142

IMC: Indice de masa corporal; HDL: lipoproteinas de alta densidad (High Density
Lipoprotein); LDL: lipoproteinas de baja densidad (Low Density Lipoprotein).

6.2.2. Aislamiento y caracterizacion

Debido a los resultados obtenidos en el Estudio I (apartado 6.1) y dado que nuestro interés
era obtener una concentracion adecuada de exosomas para poder cuantificar miRNAs, se decidid
utilizar kits comerciales para su aislamiento en los siguientes trabajos. En este estudio se
emplearon dos kits, miRCURY Exosome Isolation Kit (Exiqon, EX) y Total Exosome Isolation

Kit (Thermo Fisher Scientific, TF).

La presencia de exosomas con una integridad adecuada fue comprobada por las tres
metodologias descritas en el Estudio I. Como se observa en la Figura 19A, los ensayos de
difraccion dindmica de luz mostraron que las vesiculas presentes en las muestras presentaban,
para los diferentes métodos de extraccion, un diametro medio que oscilaba entre los 43 y los 64
nm. Los perfiles de DLS muestran que la principal poblacion de exosomas tiene un diametro de
aproximadamente 30-50 nm (Figura 19A) y una segunda poblacién minoritaria de en torno a 130-
150 nm. La correcta morfologia de los exosomas fue visualizada utilizando TEM. Se observo la

presencia de pequefias esferas de entre 30 y 120 nm en la dilucion obtenida con ambos kits y con
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ambos tipos de ciclo de congelacion (Figura 19C), confirmando de este modo los resultados
obtenidos en los ensayos de DLS. Por ultimo, se utilizd6 Western Blot para evaluar la presencia de
marcadores especificos de exosomas como CD63 y HSP70. Se confirmé la presencia de HSP70
por la doble banda que parece sobre los 65 kDA y la presencia de CD63 por la banda de alrededor
de los 45-50 kDa en los aislados de exosomas (Figura 19B). La ausencia de marcadores negativos

como GM130 y CytC se comprobo para descartar la presencia de impurezas.

6.2.3. Seleccion de un miRNA exosomal como normalizador
Al igual que en el Estudio I, la integridad de las muestras durante las fases de extraccion
del RNA, la retrotranscripcion y la RT-qPCR se corroboré mediante el uso de los 4 controles

internos, UniSp2, UniSp4, UniSp6 y cel-miR39.

La hemolisis puede afectar la estabilidad de los miRNAs que se encuentran en los fluidos
bioldgicos '*2. Para evaluar el correcto grado de hemdlisis en las muestras, se analizaron dos
miRNAs, miR-23a y miR-451 '331%% Todas las muestras cumplieron los estandares de calidad en

cuanto a su grado de hemolisis.

Para analizar los resultados obtenidos, es necesario realizar la normalizacion de las
muestras mediante el uso de un normalizador enddgeno que presente niveles de intensidad de
sefnal adecuados, sefial por encima del umbral para la mayoria de las muestras analizadas y la
mayor estabilidad entre las muestras. Para elegir el normalizador, se utiliz6 la herramienta online
RefFinder >, que combina distintos programas computacionales como BestKeeper '*!, geNorm
182 0 Normfinder'®'. De entre los miRNAs analizados, el let-7a fue el que presento los mejores
valores para ser considerado como nuestro miRNA de referencia para todas las muestras obtenidas

con las diferentes variantes metodologias.
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Figura 19. Caracterizacion de exosomas. A) Curvas representativas de los ensayos de
DLS realizados para las 4 metodologias (I, TF-AF; II, TF-BF; III, EX-AF; IV EX-BF) y los
diametros medios obtenidos. B) Bandas de Western Blot representativas de los marcadores
especificos de exosomas. C) Imagenes representativas recogidas por TEM de las 4 metodologias
(I, TF-AF; 1I, TF-BF; III, EX-AF; IV EX-BF). TF (exosomas aislados con el kit de
ThermoFisher), EX (exosomas aislados con el kit de Exiqon), AF (exosomas aislados tras la
congelacion del plasma), BF (exosomas aislados a partir de plasma fresco y congelados tras su

aislamiento hasta su posterior uso).
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6.2.4. Efecto de la congelacion previa o tras el aislamiento de exosomas

205’ el

Aunque la estabilidad morfologica de los exosomas ha sido descrita previamente
efecto del ciclo de congelacion y el momento en el que se produce dentro del proceso de
aislamiento es todavia desconocido. En este estudio, los miRNAs fueron cuantificados en
exosomas congelados durante varias semanas tras haber sido extraidos de plasma fresco (BF,

before freezing) y en exosomas analizados tras su extraccion a partir de plasma congelado durante

varias semanas (AF, after freezing).

El proceso de caracterizacion de exosomas no mostré diferencias significativas. La
visualizacion mediante el TEM, los analisis proteicos y los ensayos de DLS corroboraron la
presencia de exosomas independientemente del momento de congelacion. Tan solo se observan
pequeiias diferencias como una mayor dispersion del tamafio en exosomas BF, o la presencia de

mayor ruido de fondo en las imagenes del TEM de este mismo origen.

La cuantificacion de miRNAs con ambos tiempos de congelacion si que mostraron
diferencias. De manera general, el valor de Ct de los miRNAs fue mayor en muestras obtenidas a
partir de exosomas congelados extraidos de plasma fresco y congelados posteriormente (Figura
21). Es decir, habia una mayor cantidad de miRNAs en las muestras AF que en las muestras BF.
Concretamente, usando el kit EX, los valores de Ct para los miRNAs let-7a, miR-16, miR-126,
miR-145, miR-222 y miR-320 fueron significativamente mayores en el caso de las muestras BF
que en las muestras AF (Figura 20). De manera similar, en los exosomas aislados con el kit TF,
los niveles de let-7a, miR-16, miR-21, miR-126, miR-150 y miR-320 fueron significativamente
menores para las muestras BF que para las AF. Ademads, en el caso de miR-143 y miR-145, su
sefial fue demasiado débil como para ser cuantificada en las muestras TF-BF. Por todo ello, debido
a los bajos niveles de sefial en las muestras TF-BF, en los siguientes analisis solo se incluyeron

las otras tres metodologias de aislamiento (TF-AF, EX-BF y EX-AF).

77|Resultados y Discusidn



MicroRNAs de Exosomas Circulantes en AOS | David Sanz Rubio

"'S0°0 > d 4 "(JepuBISO UOIORIASID OP IO[BA [B UOPUOdSIIIOd JOLID P Selreq Sef) (L=U) BIPIW B[ OWOI ULjudsardor os
sojep so[ SOpOT, “(1) TS UONB[OS] SWOSOXH [BI0]. 31 [@ OpuezI[in ope[o3uod ewse[d op Ope[sIe S09sa1} sewosoxd K () 09sa1y ewse[d Ip sope[sie sope[o3uod
SEWO0SOXd 91U 1)) I [QAIU [op uoroeredwo)) (g (XH) I3 UOHEB[OS] SWOSOXH A YN YIW 31y [@ opuezI[in ope[o3uod ewse[d op ope[SIe S00sa1J Sewosoxd A (1)

00sa1j ewse[d op sope[sie SOpe[aFU0d SBWOSOXd AU 30 OP [QAIU [op ugroeredwo)) (Vv "UQIoR[oSUO0d Op OPOIPW [P UQIOUN) UD })) 9P SAIO0[BA "7 BInSI]

5 2 > 2 » 2 2 P2
vz
e Q *Q — Q Q
5 = e 5 = s — . 3
— M : & E e = ez s
o FSE o — o ! c o
. v Loy > 2z
0Ze-yiw 41 Zzz-yw 4L oze-yiw X3 zzz-d1w X3
$» P » P 2 P 5 P
o2 o2 2 _— * 2
= E E — E 3
== . £ . 5 3
— = —_— —
v -0 v
0SL-dIw 41 SpL-dw 41 05 1-1w X3 Spl-diw X3
$ P
5 2 5 P 5 P . .
o2 o 2 = = 2 = ‘o2
- i =S| g = ¢ , :
e 5 Ed ¢ 5 © 3
— L ™ ——
o - oy . v
EpL-dIw 41 9ZL-dIw 41 £rL-dIw X3 9zZ1-yIw X3
A > & >
> > > >
S P T : . : .
E— tos —_ Loz I . Loz
(2] (2] o — (2]
% e 5 == g = % e S g §
Ly & tse H & —_— e [oe &
" Loy " Loy St - -5t
bZ-yw 4y 9L-yiw 41 LZ-yiw X3 9l-yiw X3
Y > N >
> > > >
3 2 » P .
ez
ree Lz Loe
sz Q Q Q Q
, P — P2 _— % P = e 2
I e = e 2 e = : Lve 2
- lec  ® & b &
Lse * Loy St % Lec

L7391 41 Vi3el 4L m 9.-191 X3 VL2381 X3 <

78 Resultados y Discusion



MicroRNAs de Exosomas Circulantes en AOS | David Sanz Rubio

6.2.5. Dispersion inter-individuos

El kit de extraccion EX mostro para ambos tipos de congelacion una distribucion de
varianza baja, es decir valores de CV < 1, menor que las muestras TF-AF. Concretamente,
mientras que TF-AF mostrd una distribucion de variacion baja solo para 4 de los miRNAs
analizados, let-7g, miR-150, miR-222 y miR-16, las muestras EX-AF presentaron distribuciones
de variacion baja para 6 de los miRNAs let-7g, miR-21, miR-150, miR-222, miR-320 y miR-16.
Por tultimo, las muestras EX-BF mostraron baja variacion para 7 de los miRNAs, let-7g, miR-

126, miR-143, miR-145, miR-150, miR-320 y miR-16,

6.2.6. Estabilidad de los miRNAs exosomales en el tiempo

En primer lugar, se comparo los valores de Ct normalizados (ACt) de los sujetos obtenidos
a lo largo de las cuatro visitas consecutivas (Figura 21). En los exosomas TF-AF, se observaron
diferencias significativas para los miRNAs let-7g, miR-126, miR-143 y miR-150. De manera
especifica, el ACt de let-7g fue significativamente menor en la visita 1 (ACt = -7,82) que en la
visita 2 (ACt =-3,55) (p = 0,043) y que en la visita 4 (ACt =-5,98) (p = 0,023). Para el miR-126,
este valor fue mayor en la visita 1 (ACt = 1,34) que en la visita 3 (ACt = -2,31) (p = 0,006). El
ACt del miR-143 mostrd valores mayores en la visita 4 (ACt = 0,45) que en la visita 1 (ACt = -
2,67) (p=0,012) y para el miR-150, se observé un incremento significativo en la visita 2 (ACt = -
7,99) respecto a la visita 1 (ACt=-13,10) (p = 0,002). En el caso de los exosomas aislados con el
kit EX, para ambos tipos de congelacion, solo se observaron cambios significativos en el miR-
145. Los valores de ACt para este miRNA variaron en el caso de los exosomas EX-BF entre la
visita 1 (ACt = 1,21) y la visita 2 (ACt = -1,33) (p = 0,013), mientras que en los exosomas EX-
AF, los cambios se observaron entre la visita 4 (ACt = -2,28) y las visitas 1 (ACt = 1,08) (p

=0,0021) y 3 (ACt = 1,227) (p = 0,022) (Figura 21).
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Tras este andlisis, se llevo a cabo la regresion lineal del valor de cada miRNA entre las 4
visitas, evaluando de esta manera desviacion de la pendiente respecto a 0, es decir respecto a la
pendiente de variacion nula. Como se observa en la Figura 22, los exosomas TF-AF mostraron
pendientes con una diferencia significativa respecto al 0 en cuatro de los miRNAs: let-7g (p =
0,006), miR-21 (p = 0,0009), miR-126 (p = 0,0002) y miR-143 (p = 0,0008). Para los exosomas
aislados con el kit EX, solo se observo diferencia significativa para un miRNA en cada tipo de
congelacion. En las muestras EX-BF se observo una desviacion en la pendiente para el miR-21

(p =0,008) y en los exosomas EX-AF para el miR-145 (p = 0,02).

La robustez de las medidas realizadas para cada miRNA entre las sucesivas visitas fue
analizada mediante el test de Bland-Altman. De esta manera, se representaron y compararon los
niveles de los miRNAs exosomales obtenidos mediante las tres metodologias de estudio y se
evaluo si las diferencias entre las visitas se encontraban dentro de los limites de confianza. En la
Figura 22B se presentan, para cada metodologia y miRNA, el porcentaje de diferencias entre
visitas que se encuentra dentro de los limites de confianza. TF-AF fue el que mostré mayor
variabilidad, siendo el miR-21 y el miR-143 los que mostraron menores porcentajes de
concordancia, 83 % y 90 % respectivamente. En el caso de los exosomas extraidos con el kit
miRCURY (EX), tanto BF como AF, mostraron porcentajes de concordancia por encima del 98%
para todos los miRNAs excepto para el miR-145, que solo mostr6 concordancia para el 90% de

las muestras en el caso de los exosomas EX-BF.

La concordancia de la cuantificacion de los miRNAs mediante los dos kits comerciales
utilizados en este estudio fue evaluada mediante la misma metodologia. El porcentaje de las
diferencias entre kits que se encuentran dentro de los limites de confianza fue superior al 90%

para todos los miRNAs estudiados.
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Figura 22. Evaluacion de la variabilidad de los miRNAs a lo largo del tiempo. A)
Regresion lineal de los valores de ACt a lo largo de las 4 visitas (V1-V4) para los 3 métodos de
estudio (TF-AF, EX-BF, EX-AF). Los datos se representan como la media (las barras de error
representan la desviacion estandar). B) Porcentaje de diferencia entre visitas que se encuentran

dentro de los limites de confianza para el test de Bland-Altman.
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Para finalizar, se evaluaron los CV entre las 4 visitas para cada sujeto. En la Tabla 10 se
muestra el valor medio del CV para cada miRNA y método de aislamiento. Los miRNAs
analizados en exosomas TF-AF y EX-BF mostraron mayor variabilidad que los EX-AF,
obteniéndose para los dos primeros CV por encima de 1 para 4 miRNAs. En el caso de TF-AF,
los miRNAs que mostraron variabilidad fueron miR-21, miR-126, miR-143 y miR-320, mientras
que para los exosomas EX-BF, los miRNAs que variaron fueron miR-126, miR-143, miR-145 y
miR-145. Por ultimo, los exosomas EX-AF mostraron menos valores de CV para la mayoria de

miRNAs y tan solo mostraron un CV mayor que 1 para 2 de los miRNAs, miR-126 y miR-145.

Tabla 10. Coeficientes de variacion entre las 4 visitas consecutivas.

miR-16 miR-21 miR-126 miR-143 miR-145 miR-150 miR-222 miR-320 miRlet7 g
TF- 0,14+0,05 | 1,54+£2,34 9,716 | 4,51%£5,74 0,81+0,45 | 0,25£0,07 @ 0,36+0,3 = 2,36%1,70 @ 0,44%0,11
AF

EX- 0,14+0,08 | 0,24+0,12 | 83%x11 | 4,18%3,25 | 2,59+1,70 | 0,19+£0,07 | 0,23%£0,12 | 3,25%£2,69 = 0,17+0,05
BF

EX- 0,09+0,04 @ 0,40+0,21 = 2+1,07 @ 0,17+0,08 | 5,82+3,72 | 0,10£0,07 | 0,16x£0,04 0,63£0,35  0,17+0,08
AF

6.2.7. Discusion

Este estudio evalua por primera vez la variabilidad intraindividual e interindividual de un
conjunto de miRNAs exosomales, aspecto que es de gran importancia para su implementacion
como nuevos biomarcadores en la practica clinica. Los kits comerciales utilizados, miRCURY
Exosome Isolation Kit (Exiqon) y Total Exosome Isolation Kit (ThermoFisher Scientific), se
basan en la precipitacion de los exosomas mediante un polimero artificial. Este fue el método de
eleccion debido a los hallazgos obtenidos en el Estudio I en el que se mostrd la mayor eficacia de
este tipo de kits para el posterior analisis de miRNAs respecto a los métodos basados en SEC.
Otro de los aspectos sobre el que se tratd de incidir en este estudio fue en la importancia de la

posicion temporal del ciclo de congelacion para evaluar los miRNAs exosomales.
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Los niveles de miRNAs obtenidos a partir de exosomas aislados de plasma fresco y que
fueron congelados tras su aislamiento (BF) mostraron valores significativamente mas altos, y por
lo tanto menor expresion, para ambos kits. De hecho, algunos miRNAs no pudieron ser analizados
en el caso del kit TF para este tipo de congelacion. Estos resultados muestran la importancia del
protocolo de congelacion aplicado. El procedimiento mas idoneo consistié en mantener la muestra
original, es decir, el plasma, congelado a — 80 °C. A partir de esta muestra, se realizo la extraccion
de exosomas y se evitd un nuevo proceso de criopreservacion hasta haber obtenido el RNA total.
Aunque la congelacion de los exosomas no alteré de manera significativa su morfologia, si que
se pudo observar mediante el TEM la presencia de mas impurezas y un mayor ruido de fondo, lo
que podria dafar y afectar a sus aplicaciones posteriores. La presencia de estas impurezas puede
llevar a la rotura de algunos exosomas, lo que podria explicar el descenso de los niveles de
miRNAs observados en los exosomas congelados en este estudio. Ademas, el aumento del ruido
de fondo también podria afectar a las distintas etapas necesarias para analizar los miRNAs como

son el aislamiento del RNA total, la retrotranscripcion o la RT-qPCR.

Cuando se llevo a cabo el aislamiento de exosomas a partir de plasma congelado, la sefial
obtenida fue mayora para el kit miRCURY. Aunque ambos kits permitieron una correcta
cuantificacion, las diferencias que se obtuvieron a lo largo del andlisis se podrian explicar por la
compatibilidad con los kits utilizados para el analisis de miRNAs. De hecho, la extraccion de
RNA total, retrotranscripcion y analisis de miRNAs que utiliza la tecnologia LNA de Exiqon,

recomienda el kit miRCURY Exosome Isolation Kit para la extraccion.

En cuanto a la evaluacion de la estabilidad de los miRNAs exosomales, los resultados
obtenidos mostraron que la mayoria de los miRNAs fueron estables cuando la senal de
amplificacion obtenida mediante qPCR fue suficiente (Ct > 35) y que la metodologia que
mostraba una mayor estabilidad en las sucesivas visitas era la EX-AF. Sin embargo, los valores
eran también estables cuando se extrajeron mediante TF-AF y EX-BF. Por ultimo, aunque este
trabajo analiza un pequefio nimero de miRNAs, este es el primer paso para el uso de los miRNAs
exosomales como futuros biomarcadores. Futuros estudios deberian incluir otros tipos de RNA,

como RNA largo no codificante (IncRNAS), y otros miRNAs.
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6.3. Estudio III. “Cambios en el perfil de miRNAs de exosomas
circulantes de plasma en pacientes con AOS con y sin presencia de

aterosclerosis subclinica”

En los estudios I y II se fijo la metodologia para el aislamiento, caracterizacion y
cuantificacion mas optimos de los miRNAs exosomales. La metodologia determinada se aplicd
tanto a este estudio como a los sucesivos trabajos que implicaran el analisis de miRNAs
exosomales y consistio en el siguiente protocolo: en primer lugar, obtencion de plasma y
criopreservacion para su posterior uso; tras ello, aislamiento de exosomas mediante el kit
miRCURY Exosome Isolation Kit (Exiqon); obtencion de RNA total, retrotranscripcion y analisis
de los miRNAs seleccionados por RT-qPCR utilizando cebadores especificos para cada uno de

ellos.

El objetivo del Estudio III fue determinar si existian diferencias en los niveles de una
bateria de miRNAs seleccionados entre sujetos control, pacientes con AOS sin aterosclerosis

subclinica (AS) y pacientes con AOS con aterosclerosis subclinica.

6.3.1. Sujetos

La poblacion seleccionada para este estudio se encuentra dentro del proyecto EPIOSA,
un estudio longitudinal de cohorte que analiza los cambios epigenéticos en pacientes con AOS.
Actualmente, se poseen muestras de alrededor de 400 sujetos en visita basal, entre los que se
encuentran 121 sujetos control, 204 pacientes con AOS sin AS y 64 pacientes con AOS y AS. En
el diagrama de la Figura 23, se muestra el esquema de trabajo de este estudio. La bateria de
miRNAs se analiz6 en un grupo de controles (n=16) y en otro de pacientes con AOS (n=50). Estos

pacientes, a su vez, fueron dividido en dos grupos en funcién de la presencia (n=17) o ausencia

(n=33) de AS.
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Proyecto

Seleccion Sujetos EPIOSA
(n=400)

AOS sin AS AOS con AS

(n=33)

o CONTROL
Visita Basal

(n=16) (n=17)

Figura 23. Diagrama de pacientes del Estudio III.

Las principales variables de estos pacientes se presentan en la Tabla 11. Como se observa
en dicha tabla, la edad de los pacientes con AOS y AS es mas elevada que en los otros grupos,
especialmente respecto al grupo sin AS. La distribucion de sexos, al igual que el IMC, es similar
entre los 3 grupos. En cuanto a los valores de tension arterial, tanto sistolica como diastolica, se
encuentran elevados en los pacientes con AOS. Como era predecible, los valores relacionados
con la presencia de apneas se encuentran alterados en los pacientes con AOS tanto cuando existe
AS como cuando no la hay. Sin embargo, el indice EPWORTH, que evalua la somnolencia diurna,
no mostré cambios entro los grupos. En cuanto al resto de variables clinicas de analisis rutinario,
solo se encontraron ligeras variaciones entre los grupos, siendo solo resefiable el aumento
significativo de LDL en el grupo de pacientes con AOS y AS. Por ultimo, como era de esperar,

los valores de la IMT fueron significativamente mayores en los pacientes con AOS y AS.
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Tabla 11. Variables en la visita basal de los distintos grupos incluido en el Estudio III.

Variables Control (n =16) Pacientes con AOS  Pacientes con AOS

sin AS (n =33)

con AS (n=17)

Edad 47,8+6,3 45,1+£93 51,9+7.8%
Sexo (% hombres) 81 81 82
IMC (Kg/m?) 28,9 +3,6 30,3 +3,7 29,15 +4,31
Tension Arterial Sistélica (TAS) 119,7+11,3 127,2 £ 13,6 136,2+9,3 *
Tension Arterial Diastolica (TAD) 72,7+17,8 82,1 +12,2 % 82,9+10,7 *
Indice EPWORTH 10,6 +3,8 11,2+£5 8,5+4,5
IAH (Eventos/hora) 2+2 38,2+20,5 * 445+ 148 *
Saturaciéon de Oxigeno Media (%) 945+ 1,2 92,8 £2,2* 92,6 £2,3*
Saturacion de Oxigeno Minima (%) 84,8 £3,1 76,8 £8,7 * 754+73*
CT90 2,9+6,5 17,6 £17 * 16,8 +16 *
Hemoglobina (g/dl) 14,6 1,5 149+ 1,1 152+1,1
Hematocrito (%) 442 +42 448 +3,1 444+32
Glucosa (mg/dl) 91,5+11,2 92,8+ 11,9 942 + 14,5
Colesterol Total (mg/dl) 205,6 37,5 207,4 £38,9 2342 +£36,7
HDL (mg/dl) 53,8+ 15,4 49+11,9 52,3+12,5
LDL (mg/dl) 129 £27,7 126,3 +33,2 154,9+ 338 ¥
Acido Urico (mg/dl) 5,39+ 0,9 63+13* 53+1¥
Triglicéridos (mg/dl) 1142 +41,3 150,1 +74,9 149,7+ 71,8
Creatinina (mg/dl) 0,84 +0,15 0,86 +0,16 0,8+0,15
Urea (mg/dl) 32,7+73 32,6 +7,5 31,5+7,7
Apolipoproteina A (mg/dl) 149,8 + 24,8 147,5 £27,7 157,2 £29,8
Apolipoproteina B (mg/dl) 103,7+23.4 108,6 + 30,3 122,8 £ 18,8
PCR (mg/dl) 0,24 +0,19 0,43 +0,41 0,31 +0,29
IMT (mm) 0,64 +0,1 0,67+0,18 0,81 +0,2*

IMC: indice de Masa Corporal; CT90: Porcentaje del tiempo por debajo del 90% de
saturacion de oxigeno; HDL: Lipoproteina de alta densidad; LDL: Lipoproteina de baja densidad;
PCR: Proteina C Reactiva; IMT: Espesor medio de la cardtida intima media. * p < 0,05 frente al

grupo control. ¥ p < 0,05 frente al grupo con AOS sin AS.
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6.3.2. Caracterizacion exosomal

Al igual que se realizd en los Estudios I y II, se comprobo la presencia de exosomas en
las muestras analizada y se caracterizaron muestras pertenecientes a los 3 grupos de analisis. Sin
embargo, en el proceso de caracterizacion no se observaron diferencias apreciables entre los
grupos para ninguna de las técnicas utilizadas, Western Blot, TEM y DLS. En la Figura 24 se

presenta una imagen representativa para cada una de las técnicas utilizadas en la caracterizacion.

6.3.3. Control de hemolisis y controles internos

En el estudio 11, se indic6 la importancia de controlar los posibles deterioros de la muestra
debido al grado de hemolisis. Por ello, y al igual que en el trabajo anterior, se analizaron los
niveles de miR-451a y miR-23a. De esta manera, se calculd el cociente del primero entre el
segundo, valor que es considerado como el coeficiente de hemdlisis. Cuando el coeficiente de
hemolisis es menor que 5, la muestra se considera valida para la cuantificacion de miRNAs 183134,

En nuestro caso, todas las muestras proporcionaron unos niveles de hemolisis adecuados para el

analisis de miRNAs (Datos no mostrados).

Ademés de controlar el correcto estado de la muestra inicial, se comprobd que no habia
habido pérdida de material ni alteracion de este durante la manipulacion del RNA. Para ello, se
utilizaron los controles internos UniSp2, UniSp5, UniSp6 y cel-miR-39. Los analisis de estos

mediante RT-qPCR no indicaron la pérdida de muestra (Datos no mostrados).

6.3.4. Seleccion del miRNA normalizador

La seleccion de normalizador para la cuantificacion de miRNAs es todavia un tema de
controversia ya que no existe un conjunto de miRNAs que puedan ser considerados como estandar
para esta funcion. Debido a esto, se seleccionaron 2 miRNAs que son considerados como
candidatos habituales para la normalizacion, miR-16 y let-7a. La seleccion del miRNA maés
adecuado para la normalizacion se realizé teniendo en cuenta los Ct de todos los miRNAs
analizados, por lo que cualquiera de ellos podia ser considerado como normalizador. Tras aplicar
la herramienta on-line RefFinder 2°!, al igual que en el Estudio II, se obtuvo que el miRNA que

proporcionaba unos valores mas estables entre todas las muestras analizadas era let-7a.
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Figura 24. Caracterizacion de exosomas mediante Western Blot (A, HSP70; B, CD63),

DLS (C) y TEM (D).

6.3.5. Cuantificacion relativa del conjunto de miRNAs mediante RT-qPCR
El analisis de los miRNAs seleccionados para este estudio se llevo a cabo mediante el
método de AACt. Como se ha descrito en el apartado interior, el miRNA let-7a fue el que mostrd

mayor estabilidad al ser analizado en RefFinder y por lo tanto el que fue seleccionado como
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normalizador. Los analisis estadisticos fueron realizados sobre el valor de ACt. La tasa de cambio

2-AACt

(Fold Change, FC) de cada grupo fue calculada como

En primer lugar, se analizaron los valores de los miRNAs en las todas las muestras del
estudio. Entre los miRNAs analizados, la gran mayoria mostraron una intensidad de sefial en la
gqPCR suficiente para una correcta cuantificacion (Ct < 36). Tan solo 2 de estos, miR-155 y miR-
630 no proporcionaron una sefial adecuada. En el caso de miR-155 esta deficiencia se observo en
varias muestras distribuidas de manera heterogénea en todos los grupos de sujetos, mientras que
para miR-630, no se obtuvo sefial para ninguna muestra. De los 9 miRNAs restantes que se
seleccionaron bibliograficamente, 4 de ellos mostraron cambios significativos entre algunos de
los grupos incluidos en el estudio. En la Figura 25 se muestran los graficos de ACt para estos
miRNAs, asi como los grupos entre los que existe una variacion de expresion. miR-21 se encontrd
incrementado en los pacientes con AOS y AS tanto respecto al grupo control (FC = 2,17; p <
0,01) como al grupo con AOS y sin AS (FC = 1,59; p<0,05). miR-145 mostr6 unos niveles muy
similares entre los exosomas obtenidos de controles y de pacientes con AOS sin AS, sin embargo,
se encontro elevado en las muestras de pacientes con AOS y AS respecto a los que no tenian AS
(FC=2,06; p<0,01). Este patrén se pudo observar también para miR-223, el cual estaba elevado
en los pacientes con AOS y AS respecto a los pacientes que solo padecian AOS (FC = 1,64; p <
0,05). Finalmente, miR-320a mostré un aumento significativo en el grupo de pacientes con AOS
y AS al compararlo al grupo control (FC =1,91; p <0,01) y al grupo de pacientes con AOS y sin

AS (FC = 1,53; p < 0,01).
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Figura 25. miRNAs que mostraron cambios significativos entre los grupos de estudio en
la visita basal. Los valores de expresion de los miRNAs se evaluaron mediante el ACt (valor de
Ct del miRNA menos el Ct del miRNA normalizador, let-7a). Todos los datos se presentan como
la media (control, n = 16; AOS sin AS, n = 33; AOS con AS, n = 17), las barras de error
corresponden a los valores de desviacion estandar. Diferencias estadisticas calculadas con el test
t de Student (* p < 0,05; ** p <0,01).

6.3.6. Discusion

Este estudio muestra por primera vez la existencia de cambios en algunos miRNAs
exosomales en pacientes adultos con AOS y AS. A lo largo de la introduccion de esta tesis, se

han descrito las posibles funciones de los exosomas y su potencial participacion en estados

patologicos debido a los cambios que se producen en su cargo al variar el estado fisiologico de
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las células 2%, En este trabajo, se ha estudiado un niimero reducido de miRNAs, la mayoria de
ellos implicados principalmente, segiin la bibliografia, en procesos aterogénicos. Ademas,
algunos de ellos también se relacionaron con los procesos inflamatorios, como el miR-21 %, o
con la hipoxia, como el miR-150 '°'. Los resultados obtenidos en la visita basal mostraron que el
grupo de pacientes con una mayor variacion en los niveles de algunos de los miRNAs era el de
pacientes con AOS y AS. Estos cambios se observaban tanto respecto al grupo control como al
grupo de AOS sin AS. La ausencia de cambios significativos entre el grupo de control y el de
AOS sin AS posee cierta coherencia respecto a la seleccion de miRNAs realizada, ya que la

mayoria de los miRNAs seleccionados se han relacionado con los procesos aterogénicos.

Los miRNAs que mostraron unos mayores cambios fueron miR-21 y miR-320a. El
miRNA miR-21 se encuentra implicado en una gran cantidad de procesos bioldgicos. Un trabajo
realizado por F. Sheedy ha propuesto su posible papel como regulador del proceso inflamatorio,
aumentando sus niveles conforme se produce la situacion proinflamatoria y teniendo un efecto
anti-inflamatorio para recuperar el estado basal >*’. Este miRNA también es capaz de responder
frente a la hipoxia intermitente 2. El aumento del miR-21 en los pacientes con AOS y AS podria
tratarse de un intento del organismo para reducir el estado inflamatorio que se asocia con los

S 2%y a la formacion y crecimiento de placas de ateromas 2'*?!!, En cuanto a

pacientes con AO
miR-320a, esta molécula parece tener un papel importante en el desarrollo de procesos
aterogenicos '*®. Los resultados mostraron que, en nuestra poblacion, este miRNA estaba elevado

en los pacientes con AOS y AS, por lo que este miRNA podria estar contribuyendo al desarrollo

de procesos aterogénicos en estos pacientes.

Otros dos miRNAs, miR-145 y miR-223, mostraron tan solo un aumento significativo en
los pacientes con AOS y AS respecto a los que solo padecian AOS. El miR-145 esta asociado con
el desarrollo de aterosclerosis 2'>*!3, Este miRNA suele coordinarse con miR-143 y se ha
observado como la subexpresion de estos dos miRNAs tiene un efecto ateroprotector '*®, Nuestro
resultados no mostraron esta asociacion entre ambos miRNAs, sin embargo, si que se observé un
aumento del miR-145 en los pacientes con AS, por lo que este miRNA exosomal podria estar

participando en la progresion de la AS. Finalmente, miR-223 exosomal se ha descrito como
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regulador de procesos inflamatorios, concretamente teniendo un papel anti-inflamatorio 2'4. El
aumento de este miRNA en las muestras de pacientes con AOS y AS podria deberse, al igual que
en el caso del miR-21, a un intento del organismo por recuperar una correcta homeostasis que

evite la evolucion de la AS.

Los hallazgos obtenidos en el grupo con AOS y AS pueden tener una gran importancia
en la préctica clinica y tratamiento de estos pacientes. En primer lugar, cuando los pacientes
acuden a la consulta por sospecha de un trastorno del suefio, estos son estudiados y diagnosticados
de AOS cuando cumplen las condiciones patologicas. Sin embargo, este grupo es muy extenso y
se desconoce qué pacientes son mas susceptible al desarrollo de las comorbilidades asociadas a
la AOS ?'°. La determinacion de biomarcadores que permitan clasificar a la poblacion que sufre
AOS en subgrupos con mayor y menor riesgo cardiovascular ayudaria a aplicar un tratamiento
mas eficaz sobre los mismos y evitar consecuencias fatales. En segundo lugar, el conocimiento
de estas alteraciones puede contribuir al desarrollo de terapias que permitan su correccion y

aplicarlas junto al tratamiento mecanico con CPAP que evita los procesos de apnea.
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6.4. Estudio IV, “Efectos del tratamiento con CPAP en el perfil de
miRNAs exosomales en pacientes con AOS con y sin aterosclerosis

subclinica”

El Estudio III mostré los cambios observados en los niveles de una bateria de miRNAs
seleccionados por su participacion en procesos relacionados con la aterosclerosis, la inflamacion
y la hipoxia, en la visita basal. En esta visita y dentro del grupo de pacientes con AOS, algunos
miRNAs presentaban niveles elevados cuando ademas de AOS los sujetos también padecian AS.
En este Estudio IV, se pretendio evaluar la evolucion de los niveles de la misma bateria de
miRNAs en los distintos grupos tras un afio de seguimiento. Durante este afo, una parte de los
pacientes pertenecientes a los grupos con AOS, con y sin AS, fueron sometidos a tratamiento con
CPAP. La terapia con CPAP permite corregir los procesos de apnea/hipoapnea nocturnos
solventando de esta manera la AOS y reduciendo gran parte de su sintomatologia. A pesar de que
se observa una mejoria en el estado fisico global de los pacientes que son tratados con CPAP, se

desconoce desde el punto de vista molecular, qué efecto tiene esta terapia.

La metodologia utilizada para realizar este estudio fue similar a la del Estudio III,

analizdndose los niveles de miRNAs mediante RT-qPCR.

El objetivo del Estudio IV fue determinar las variaciones de expresion de los miRNAs
seleccionados en la visita tras un afio de seguimiento para evaluar el efecto de la terapia con CPAP
a nivel molecular. Ademas, se intentd determinar si la CPAP tenia las mismas consecuencias

sobre el grupo de pacientes con AOS sin AS que sobre el grupo con AOS y AS.

6.4.1. Sujetos

Los sujetos seleccionados para este estudio fueron los mismos que en el caso del Estudio
III. Como se especifico en el mismo, estos individuos pertenecen al proyecto EPIOSA, un estudio
longitudinal de cohorte que analiza los cambios epigenéticos en pacientes con AOS. Dentro de
este proyecto, se disponen de muestras de 228 sujetos seguidos clinicamente durante un afio desde
la visita basal. Entre ellos, se encuentran 98 sujetos control, 84 pacientes con AOS sin AS y 46

pacientes con AOS y AS. En el diagrama de la Figura 26, se muestra el esquema que se siguio
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tanto en el Estudio III (Visita basal) como en el Estudio IV (Visita tras un afio de seguimiento).
Los pacientes se dividieron en 5 grupos: control, AOS sin AS con CPAP, AOS sin AS sin CPAP,
AOS con AS con CPAP y AOS con AS sin CPAP. El grupo muestral de sujetos control se
mantuvo idéntico al de la visita basal (n = 16). Los pacientes con AOS sin AS (n = 33) analizados
en la visita basal se dividieron tras un afio en dos grupos, aquel en el que los sujetos se adhirieron
correctamente al tratamiento con CPAP (> 5 horas diarias) (n = 17) y otro en el que los pacientes
no recibieron terapia con CPAP (n = 16). En los individuos que padecian AOS y AS se establecio
la misma division. Por un lado, se seleccionaron aquellos que habian aceptado la terapia con
CPAP (n=12)y, por otro lado, los que no habian sido tratados (n = 5). Los miRNAs se analizaron

en las muestras de los sujetos de los distintos grupos.

Proyecto EPIOSA

Seleccidn sujetos A

CONTROL
(n=16)

AOS sin AS

AQOS con AS
(n=17)

Visita basal

[(GEEE)]

AOS sin AS con AOS sin AS sin
CPAP CPAP

(n=17) (n=16)

AOS con AS con AOS con AS sin
CPAP CPAP

(n=12) (n=5)

CONTROL

Visita tras 1 ano N

Figura 26. Diagrama de flujo de pacientes del Estudio IV.

Los datos clinicos de los pacientes se obtuvieron también en la visita tras un afio de
seguimiento. En la Tabla 12 se recogen los valores medios de los datos obtenidos para cada
subgrupo de pacientes. Se compararon los resultados obtenidos entre las distintas clasificaciones
de individuos observandose que en el grupo de AOS con AS y sin CPAP, el IMC era
significativamente menor que el grupo control y el de AOS sin AS y sin CPAP. En cuanto a los
valores relacionados con la AOS, tal y como era de esperar, el [AH se encontraba elevado respecto
al resto de grupos tinicamente en aquellos pacientes que no habian sido tratados con CPAP. La
saturacion de oxigeno minima y el porcentaje de tiempo en el que los pacientes se encontraron
por debajo del 90% de saturacion (CT90) también siguieron este patron. En cuanto al analisis del

perfil bioquimico, solo se identificd una ligera elevacion en los niveles de colesterol total y LDL
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en los pacientes con AOS con AS y sin CPAP respecto al grupo control. Finalmente, las medidas
de IMT se mostraron significativamente elevadas en el grupo de pacientes con AOS con AS y sin

CPAP.

6.4.2. Control de hemolisis y controles internos

Al igual que se realizo en los estudios anteriores, se utilizaron una serie de controles
internos para evaluar si se habia perdido muestra durante las distintas etapas de manipulacion del
RNA. Tanto los valores obtenidos en la RT-qPCR para UniSp2 y UniSp5, afiadidos en la
extraccion del RNA, como para UniSp6 y cel-miR-39, anadidos durante la retrotranscripcion,
mostraron unos niveles adecuados. Por lo tanto, se dedujo que la integridad de las muestras tras

su manipulacion era adecuada para continuar con el resto de los analisis (Datos no mostrados).

Ademas de estos controles, también se evalud que las muestras presentasen un correcto
nivel de hemolisis. Esto se llevo a cabo, al igual que en el Estudio II y III, mediante el analisis de
miR-23a y miR-451a. Tras ello, se calculo el cociente entre los Ct de miR-23a y mir-451a,
conocido como coeficiente de hemolisis, y se comprobd que el valor de este era menor a 5 para

todas las muestras (Datos no mostrados).

97|Resultados y Discusidn



MicroRNAs de Exosomas Circulantes en AOS | David Sanz Rubio

Tabla 12. Datos clinicos en la visita tras un afio de seguimiento.

Variables Control AOS sin AS AOS sin AS AOS con AS AOS con AS

(n=16) con CPAP sin CPAP con CPAP sin CPAP

(n=16) (n=16) (n=12) (n=5)

Edad 48,9+ 6,3 449+9,7 45,5+ 8.4 52,1+£7,7 54,8 +9,5
Sexo (% hombres) 81 81 81 83 80

IMC (Kg/m?) 29,2 +3,9 30,6 +4 28,9+3.4 30,2+3,7 252439 *¥
TAS 120,1 £ 14,6 1252+ 14,8 128,2+13,2 131,8+11,6* 125,6 £15.,8
TAD 73,9+ 11,6 75,8 +8,3 82,1+8,2 81,4+6,9 75,2 + 8,4
Indice EPWORTH 8,2+4,6 8,9+4,6 6,1+33 43+3 9+9

IAH (Eventos/hora) 2+2 0,1+0,3 18,4+ 15,7 *. &8 0,1£0,1 21,2+ 142 %458
Saturacion de O; 94,45+ 0,9 952+1.2 91+72 95+0,8 947+1,5
Media (%)

Saturacién de O, 86,3+2 85,4+6,3 75,4 +£83 * &8 88,5+3,3 72,3+ 13,3 %£§
Minima (%)

CT90 23+2,1 3,1+£3 7,8+5,8 *8§ 0,3+0,5 143 £ 14 * 4§
Hemoglobina (g/dl) 144+1,4 152=+1 15,1 +£0,8 149+13 15,11
Hematocrito (%) 43,6 £3,9 458+2,6 453 +27 452 +3,6 454+4
Glucosa (mg/dl) 92,8+ 11,5 90,5+9 94,2 +10,8 942+ 11,5 93.8+17,3
Colesterol Total 199 +£222 213,6 £41,1 211,7+30,6 215,9+422 229,2 +£26,7 *
(mg/dl)

HDL (mg/dl) 50,1 + 14,1 46,4+ 12 49,3 +10,3 48,8+ 13,3 59,2+ 13,6
LDL (mg/dl) 116,6 33,2 131,8+31,5 132,6 +£31,5 138,2 + 31,1 151,8 £ 18 *
Acido Urico (mg/dl) 55+ 1 6,5+0,9 59+ 1,1 6+12 5412
Triglicéridos (mg/dl) | 124,6 +55,5 151,8 +79,2 149,4 = 60 144,2 £ 65,4 90 +31,3
Creatinina (mg/dl) 0,8+0,2 0,9+0,1 0,8+0,1 0,8+0,2 0,7+0,1
Urea (mg/dl) 35+95 339+6,3 31,9+4,7 354+11,3 31,2+ 10,6
Apo A (mg/dl) 139,6 + 51,5 139,3+ 79,2 147 £+ 60 141,7 £ 65,4 156,8 + 31,3
Apo B (mg/dl) 97,8 £26,6 116,8 £ 27,6 113,3+£26,5 116,8 +283 114+9
PCR (mg/dl) 0,4 +0,7 0,4+02 03 +0,3 0,4 +0,3 0,4+0,3
IMT (mm) 0,64 0,11 0,63 +0,15 0,64 +0,12 0,75 + 0,22 0,87 £ 0,23 *.£.¥
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IMC: Indice de Masa Corporal; TAS: Tension Arterial Sistolica; TAD: Tension Arterial
Diastolica; CT90: Porcentaje del tiempo por debajo del 90% de saturacion de oxigeno; HDL.:
Lipoproteina de alta densidad; LDL: Lipoproteina de baja densidad; Apo A: Apolipoproteina A;
Apo B: Apolipoproteina B; PCR: Proteina C Reactiva; IMT: Espesor medio de la carétida intima
media. * p < 0,05 frente al grupo control; * p< 0,05 frente al grupo AOS sin AS con CPAP; ¥p <
0,05 frente al grupo AOS sin AS sin CPAP; 8 p < 0,05 frente al grupo AOS con AS con CPAP.

6.4.3. Seleccion de normalizador y miRNAs de estudio

Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento con CPAP en los miRNAs estudiados
en la visita basal, la bateria de miRNAs seleccionada para su estudio en los mismos pacientes tras
un aflo de seguimiento fue similar a la analizada en el Estudio III. En la Tabla 13 se presenta la
lista completa de miRNAs estudiados. Como se puede observar, el unico miRNA que se descartd

para este estudio respecto al anterior fue miR-630, ya que este no mostro sefial cuantificable para

ninguna de las muestras de la visita basal.

Tabla 13. Lista de miRNAs analizados en el Estudio IV.

hsa-miR-16-5p

hsa-miR-21-5p
hsa-miR-126-5p
hsa-miR-143-5p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-320a
hsa-let-7 g-5p

hsa-let-7a-5p
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A pesar de que se planted let-7a como el principal candidato normalizador para este
trabajo, se incluyd también a miR-16 en el ensayo y se analizaron todos los datos de la

cuantificacion mediante la herramienta RefFinder %

! para seleccionar el normalizador mas
idoneo. Este analisis mostro de nuevo que let-7a era el que proporcionaba unos valores mas

estables entre las muestras de los distintos grupos.

6.4.4. Cuantificacion de miRNAs mediante RT-qPCR

Los resultados obtenidos mediante la qPCR siguieron el mismo tipo de procesamiento
que en el Estudio III. Se emple6 el valor del ACt (Ct del miRNA para la muestra — Ct de let-7a
para la muestra) para llevar a cabo los andlisis estadisticos, mientras que la tasa de cambio (FC)
fue calculada mediante la formula 224, donde AACt se calculd como la resta de la media de ACt

del grupo menos la media del ACt del grupo frente al que se compara.

En primer lugar, se evalud si existian diferencias significativas entre los 5 grupos en que
se dividieron los pacientes en la visita tras un afio de seguimiento (Figura 27). En este punto, se
observo que 2 de los miRNAs que se habian encontrado alterados en la visita basal, miR-21 y
miR-320a, se mostraron también alterados en esta visita. Concretamente, miR-21 mostréo un
aumento significativo en los pacientes con AOS sin AS y que no habian sido tratados con CPAP
respecto a los controles (FC = 2,54, p < 0,05), no asi entre los controles y los pacientes sin AS
que si que habian recibido tratamiento. En el caso de miR-320, su expresion se encontro elevada
para todos los pacientes con AOS, independientemente de si presentaban también AS o de si se
habian sometido o no al tratamiento con CPAP. El aumento respecto a los controles fue de 2,06
veces en el caso de los enfermos con AOS sin AS y sin tratamiento (p < 0,001), de 2,35 veces
para los pacientes con AOS sin AS tratados con CPAP (p < 0,001), de 1,75 veces para aquellos
que padecian AOS y AS pero no fueron tratados con CPAP (p < 0,05) y de 1,77 veces para
aquellos pacientes con AOS y AS que si que se adhirieron a la terapia con CPAP (p < 0,01).
Ademas de estos 2 miRNAs, otros 2 se mostraron alterados en esta visita, fueron miR-126 y miR-
143. Los niveles de miR-126 se encontraron mas elevados en los individuos con AOS y sin AS
que no habian recibido CPAP que en los que si que lo habian hecho (FC = 2,32, p < 0,05). El

valor de estos ultimos fue mas proximo al de los controles que el de aquellos que no fueron
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tratados. Por ultimo, miR-143 mostré un perfil similar que miR-126, encontrandose mayor

cantidad de este miRNA en el grupo con AOS sin AS y sin CPAP que en el de AOS sin AS con

CPAP (FC =5,1, p <0,05).
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Figura 27. miRNAs que mostraron cambios significativos entre los grupos de estudio en

la visita tras 1 afio de seguimiento. Los valores de expresion de los miRNAs se evaluaron

mediante el ACt (valor de Ct del miRNA menos el Ct del miRNA normalizador, let-7a). Todos

los datos se presentan como la media (control, n = 16; AOS sin AS, n =33; AOS con AS,n=17)

(las barras de error corresponden a los valores de desviacion estandar). * p < 0,05; ** p < 0,01,

8% 1 < 0,001,
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Tras este andlisis, se evalud, para cada categoria de sujetos, el cambio del ACt entre la

visita basal analizada en el Estudio III y la visita tras 1 afio de seguimiento (Figura 28). Dos de

los miRNAs estudiados mostraron cambios significativos para alguno de los grupos respecto a la

visita inicial. Como se muestra en la Figura 29, estas variaciones se produjeron en miR-21, y miR-

320a. Para estos miRNAs, se observo que en el grupo control, los niveles se mantuvieron estables

entre las dos visitas. miR-21 mostré un aumento en los pacientes con AOS sin AS que no

recibieron tratamiento con CPAP. Esta tendencia se observo en la mayoria de los pacientes de

este grupo, exceptuando 3 individuos que no mostraron esta tendencia. Por su parte, miR-320a

aument6 en los individuos con AOS sin AS y tratados con CPAP. Al igual que sucedia en miR-

21, ese perfil de cambio se observo para la mayoria de los sujetos de este grupo, exceptuando 3

de ellos.
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Figura 28. Cambio en el dCt de cada individuo entre la visita basal y tras un afo. Se

presentan los valores del ACt pertenecientes a un mismo paciente en ambas visitas unidas con una

linea. * p < 0,05; ** p <0,01.
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6.4.5. Discusion

Este estudio analiz6 por primera vez los cambios producidos en un conjunto de miRNAs
exosomales de pacientes con AOS, con y sin AS, en funcion del tratamiento con CPAP. El
tratamiento con CPAP es la terapia por excelencia aplicada a los sujetos que padecen AOS !¢,y
a pesar de que se observa como mejora la sintomatologia clinica de estos pacientes * y previene
el desarrollo de otras comorbilidades %, se desconocen todavia los mecanismos bioldgicos que se
activan al utilizar de manera continua este tratamiento. Al comparar los valores de cuantificacion
relativa de la bateria de miRNAs seleccionada por su potencial funcion bioldgica entre los
distintos grupos de pacientes en la visita tras 1 afio de seguimiento, se observaron variaciones en
4 de los miRNAs: miR-21, miR-126, miR-143 y miR-320a. En el Estudio III se observé que miR-
21 estaba elevado en los pacientes con AOS que presentaban AS, sugiriendo que podria estar
implicado en el desarrollo de procesos aterogénicos. Tras 1 afio, este miRNA se mostro elevado
en los pacientes con AOS sin AS que no habian sido tratados con CPAP respecto al grupo control.
Esta alteracion podria implicar que los individuos que no son tratados tendrian un mayor riesgo a
desarrollar comorbilidades cardiovasculares, lo que concuerda con las manifestaciones clinicas
asociadas a esta patologia >#%¢. El aumento de miR-21 en este grupo de pacientes fue homogéneo,
como se muestra en la Figura 28, mientras que los controles no variaban sus niveles a lo largo del
tiempo. El incremento solo se observo en el grupo que no padecia AS, sin embargo, los pacientes
que la padecian mostraron un perfil similar, encontrdndose unos valores de ACt mas similares al
grupo control en aquellos sujetos con AOS y AS tratados con CPAP. La reduccion de la
inflamacion debida a la AOS y la eliminacion de los episodios de hipoxia intermitente podrian
ser los causantes de estos cambios en miR-21, el cual se asocia con ambos procesos 2°72%%:217_ Este
miRNA es, ademads, uno de los mas abundantes en exosomas. Su variacion podria no estar solo

relacionada con un cambio en el empaquetamiento, sino con un cambio en el nimero de exosomas

liberados al torrente sanguineo '8,

En el caso de miR-126 y miR-143, ambos mostraron un perfil similar. Estos dos miRNAs,
libres en plasma, han sido propuestos como posibles biomarcadores de aterosclerosis cerebral 21°.

En nuestro estudio, se comprobd que estos miRNAs se encontraban elevados en exosomas de
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pacientes con AOS sin AS que no habian sido tratados con CPAP respecto a los si que la
utilizaron. miR-126 esta relacionado con el aumento del estrés oxidativo ?2°, por lo que los
pacientes no tratados se encontrarian en un estado que beneficiaria el desarrollo de aterosclerosis
221 Este miRNA se ha relacionado también con las situaciones de hipoxia, encontrandose elevado
en dicha condicién 2?2, Por su parte, miR-143 ha sido descrito en la bibliografia como pro-
aterogénico, mediante su participacion en la disfuncion endotelial '* o coordinado con miR-145
212 por lo que su aumento en estos pacientes podria suponer también un riesgo de AS acelerada.
Ademas, los niveles menos elevados en los sujetos tratados con CPAP podrian deberse a la
eliminacion de la hipoxia intermitente, ya que se ha descrito que miR-143 se encuentra elevado

en exosomas bajo condiciones de hipoxia 2.

Por ultimo, miR-320a se mostrd significativamente elevado para todos los pacientes con
AOS, independientemente de la presencia de AS y del tratamiento con CPAP. Este miRNA se ha
relacionado con el desarrollo de procesos aterogénicos mediante la regulacion del factor de
respuesta del suero *® y la respuesta al estrés electrofilico **. Como se muestra en la Figura 28,
la mayoria de los pacientes con AOS sin AS tratados con CPAP muestran un aumento para miR-
320a. La imposibilidad de corregir los niveles de este miRNA en los exosomas mediante el
tratamiento con CPAP confiere a miR-320a un gran interés. Estos hallazgos implicarian que, a
pesar de que el CPAP corrige mecdnicamente los episodios de hipoxia, existen procesos

bioldgicos que se mantienen alterados en estos sujetos.

Los resultados obtenidos en los Estudios III y IV muestran a miR-21 y miR-320a como
los miRNAs con més alteraciones entre el conjunto estudiado, tanto a nivel basal como en la visita
tras 1 afio. Por un lado, miR-21, se encontraba elevado en los pacientes con AOS y AS en la visita
inicial, mientras que, tras un afio de seguimiento, este miRNA parece responder al tratamiento
con CPAP ya que solo se encuentra significativamente elevado en los pacientes con AOS sin AS
y sin CPAP. Por otro lado, miR-320a se encontraba también elevado en la visita basal en el grupo
con AOS y AS. Sin embargo, en la segunda visita los pacientes con AOS con y sin AS tratados o
sin tratar con CPAP presentaron niveles elevados de este miRNA en sus exosomas. Esto podria

implicar un aumento de este miRNA con el curso de la enfermedad que el tratamiento con CPAP
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no es capaz de corregir. Este miRNA esta implicado en la aterosclerosis y, por lo tanto, podria ser
necesario utilizar tratamientos adicionales para reducir el riesgo de estos pacientes. Estos
resultados muestran el gran potencial de estos dos miRNAs exosomales como posibles
biomarcadores del pronoéstico de la AOS y sus comorbilidades. Por ello, fue necesario comprobar

la reproducibilidad de estos resultados en una nueva poblacion (Estudio V).
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6.5. Estudio V, “Validacion los niveles de miR-21 y miR-320a en
pacientes con AOS con y sin aterosclerosis subclinica y efecto del

tratamiento con CPAP sobre estos miRNAs”

Los resultados obtenidos en los Estudios III y IV indicaron que miR-21 y miR-320a,
procedentes de exosomas aislados a partir de plasma, podrian desempefian un papel en el
desarrollo de la patofisiologia de la AOS y una de sus principales comorbilidades, la aterosclerosis
subclinica. Los niveles de estos dos miRNAs se mostraron alterados en la visita inicial de los
pacientes con AOS y reaccionaron de distinta manera al tratamiento con CPAP, presentando
también distintas alteraciones en la visita tras 1 afio de seguimiento. Por ello, en este estudio V,
se pretendiod corroborar la presencia de estos cambios en ambos miRNAs exosomales en una
nueva poblacion de estudio, evaluada tanto en su visita basal como tras 1 afio. El procedimiento

experimental sigui6 el mismo patron que en los Estudios IIT y I'V.

6.5.1. Sujetos

Todos los individuos incluidos en este Estudio V se seleccionaron a partir de la cohorte
del estudio EPIOSA. En la Figura 29 se muestra el diagrama de flujo de pacientes utilizado en
este trabajo. Al igual que en el Estudio III, los pacientes seleccionados se dividieron en 3 grupos
en la visita basal: control (n =24), AOS sin AS (n=50) y AOS con AS (n = 38). Posteriormente,
para analizar la visita tras 1 afio, los pacientes con AOS, tanto con AS como sin ella, se
desglosaron en funcién del uso o no del CPAP. De esta forma, como en el Estudio IV, los sujetos
quedaron clasificados en: control (n = 24), AOS sin AS con CPAP (n = 28), AOS sin AS sin

CPAP (n=22), AOS con AS con CPAP (n=25) y AOS con AS sin CPAP (n=13).
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Proyecto EPIOSA

Seleccion sujetos (n = 400)

CONTROL

Visita basal T

AOS sin AS AQS con AS

(n=38)

(n=50)

AOS con AS con AOS con AS sin
CPAP CPAP

(n=25) (n=13)

AOS sin AS con AOS sin AS sin
CPAP CPAP

(n=28) (n=22)

CONTROL
(n=24)

Visita tras 1 ano

Figura 29. Diagrama de flujo de pacientes utilizado en el Estudio V.

Los datos clinicos de los pacientes en la visita basal se presentan en la Tabla 14. Estos
sujetos mostraron un perfil similar a los incluidos en los estudios anteriores. Se observaron
alteraciones significativas respecto a los controles en las variables asociadas a la AOS como el
IAH, los niveles de saturacion de oxigeno y el CT90. Ademas, los valores de triglicéridos,
apolipoproteina B y proteina C reactiva se mostraron también alterados en ambos grupos de
pacientes con AOS. Por ultimo, en los individuos con AOS y AS, la medida de la IMT fue

significativamente mayor que en los controles.

En cuanto al estado de los sujetos en la visita tras un afio de seguimiento, los datos clinicos
desglosados en los 5 grupos se presentan en la Tabla 15. Los valores de IAH y CT90 se
mantuvieron elevados en aquellos pacientes que no recibieron tratamiento con CPAP. En esta
visita, se observo un aumento respecto a los controles en la tension arterial sistdlica de los
pacientes con AOS sin AS con CPAP, AOS sin AS sin CPAP y AOS con AS con CPAP. Los
sujetos con AOS con AS sin CPAP mostraron un incremento en los valores de colesterol total,
LDL y apolipoproteina B frente a los controles. Por tltimo, las mediciones de la IMT de los
pacientes con AOS y AS tanto tratados como sin tratar con CPAP se encontraron elevados

respecto al resto de grupos.

108 Resultados y Discusion



MicroRNAs de Exosomas Circulantes en AOS | David Sanz Rubio

Tabla 14. Datos clinicos de los pacientes en la visita basal.

Variables Control (n = 24) Pacientes con AOS  Pacientes con AOS

sin AS (n =50)

con AS (n = 38)

Edad 443+79 46,3 +8,7 47,3 +£10,3
Sexo (% hombres) 75 76 79
IMC (Kg/m?) 28,2+3,9 31+£39 30,4+5,6
Tension Arterial Sistolica (TAS) 118,8 +12,6 128,8 + 14,2 133,6 £9,5
Tension Arterial Diastolica (TAD) 71,9+93 81,9+ 11,1 83,5+£9,5
Indice EPWORTH 10+4 10,8 +4,9 9,5+4,5
IAH (Eventos/hora) 2+1,3 432+232 % 43,1 £21,6*
Saturaciéon de Oxigeno Media (%) 948+ 1,3 922 +£2,3* 93+£2,1%*
Saturacion de Oxigeno Minima (%) 86,1 £4 76 +£7,9 * 742+ 13,5 *
CT90 2,6+1 25+21,1 % 15,5+14,9 *
Hemoglobina (g/dl) 145+14 14,8+ 1,2 153+12
Hematocrito (%) 43,7+3,9 44,6 + 3,5 46,7+3,4
Glucosa (mg/dl) 93,1 +14,1 95,6 +12,8 919+ 14
Colesterol Total (mg/dl) 202,8 £35,3 211,8 £39,6 223,1+41,2
HDL (mg/dl) 54,1+ 14 48,5+ 11,7 50,3+11,5
LDL (mg/dl) 126,6 +25,8 128,6 + 34 1442 + 37,6
Acido Urico (mg/dl) 5,1+0,9 62+1,5 5,8+1,3
Triglicéridos (mg/dl) 110,3 +39,8 164+ 859 * 150,3 + 68,8 *
Creatinina (mg/dl) 0,8 +0,1 0,8+0,1 0,8+0,1
Urea (mg/dl) 334+7,7 32,8+6,8 333+7,7
Apolipoproteina A (mg/dl) 149,6 + 24 146,5 £ 28,4 153,1 £26,7
Apolipoproteina B (mg/dl) 100,1 £22,1 113,4+34,5* 118,3+259 *
PCR (mg/dl) 0,19+0,17 042+0,4 * 0,35+0,28
IMT (mm) 0,59+0,11 0,68 +£0,2 0,74 +0,18 *

IMC: indice de Masa Corporal; CT90: Porcentaje del tiempo por debajo del 90% de
saturacion de oxigeno; HDL: Lipoproteina de alta densidad; LDL: Lipoproteina de baja densidad;
PCR: Proteina C Recativa; IMT: Espesor medio de la cardtida intima media. * p < 0,05 frente al

grupo control.
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Tabla 15. Datos clinicos en los pacientes en la visita tras 1 afio de seguimiento.

Variables Control AOS sin AS AOS sin AS AOS con AS AOS con AS

(n=24) con CPAP sin CPAP con CPAP sin CPAP

(n=28) (n=22) (n=25) (n=13)

Edad 453 +8,1 46,5 + 8,6 46+ 7,9 48,1 £9,9 50+11,8
Sexo (% hombres) 75 75 77 82 76

IMC (Kg/m?) 28,4+4,1 30,6 +4,5 29,8 +4.,5 31,4+54 26,9 +3,7
TAS 117,1 14,5 1282+13,7 * 128,1 £14,2 * 1324+ 12 % 124,7+13,1
TAD 71,1 £10,9 77,1 £8,5 80,2+9,3 81+8 74,9 + 6,8
Indice EPWORTH 6,8+4,5 79+43 73+3,9 53+£34 7,6+5,9
IAH (Eventos/hora) 34+1,3 2,8+1,8 18,3+ 7,1 %48 0,2+0,1 16,6 £ 11,6 &%
Saturacién de O, 94,5+0,9 94.8+1,3 91,6 £ 6,6 949+ 1,1 942+1,5
Media (%)

Saturacién de O, 85,2 +4,7 82,2+ 10,5 78,4+9,5 87,4+34 75,5+ 13,7
Minima (%)

CT90 2,6+1,6 4,743 14,8 £ 12,6 *.£§ L1+1 11,7+9,7 % &8
Hemoglobina (g/dl) 144+13 15,1 +0,9 149+1,5 149+1,5 14,9+ 0,9
Hematocrito (%) 432 +3,7 455+2,6 445 +4,1 45+4,1 449 +3,4
Glucosa (mg/dl) 90,4+ 11,6 88,9+ 10,8 103,5 +20,3 92,2+9,7 92,6 +13,5
Colesterol Total 202 +£27,5 213,9+42 211+33,1 205,7 + 38,7 233,7+32,6*
(mg/dl)

HDL (mg/dl) 53,5+ 13,9 48 £13,6 492+99 47,9+109 56,4+123
LDL (mg/dl) 1194 +32.9 128,3+22.8 130,2 =31 130,6 £29.9 152,7+183 *
Acido Urico (mg/dl) 53+1 6,4+1,2 57+1,2 62+1,2 51+1
Triglicéridos (mg/dl) | 119,1 +51,1 152,6 + 84,6 161,4 + 86,7 136,4 + 55,8 121,9+ 82
Creatinina (mg/dl) 0,8 +0,1 0,8 +0,1 0,8 +0,1 0,8 +£0,2 0,7+0,1
Urea (mg/dl) 349+9 33,1+5,6 323+4,6 353+8,8 34,1+9,6
Apo A (mg/dl) 142,2 + 45,6 140,5 £ 33.8 143,2 =37 141,5+29.7 157,1 £223
Apo B (mg/dl) 97,5+24,1 114,1 £29,5 109,7 +£29,7 108,2 £ 26,5 129,3 +£33,7 *
PCR (mg/dl) 034+03 0,36 0,25 0,39 +0,3 0,42 £ 0,41 0,26 0,2
IMT (mm) 0,61 +£0,11 0,7+0,19 0,65+0,13 0,74+0,19 *&¥ | 0,79+0,23 *&¥
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IMC: Indice de Masa Corporal; TAS: Tension Arterial Sistolica; TAD: Tension Arterial
Diastolica; CT90: Porcentaje del tiempo por debajo del 90% de saturacion de oxigeno; HDL.:
Lipoproteina de alta densidad; LDL: Lipoproteina de baja densidad; Apo A: Apolipoproteina A;
Apo B: Apolipoproteina B; PCR: Proteina C Recativa; IMT: Espesor medio de la carétida intima
media. * p < 0,05 frente al grupo control; * p< 0,05 frente al grupo AOS sin AS con CPAP; ¥p <
0,05 frente al grupo AOS sin AS sin CPAP; 8 p < 0,05 frente al grupo AOS con AS con CPAP.

6.5.2. Controles internos, control de hemolisis y normalizacién

La degradacion del material genético contenido en los exosomas de las muestras fue
controlada mediante la adicion de los controles internos UniSp2 y UniSpS5, durante la extraccion
del RNA total, y UniSp6 y cel-miR-39, durante la retrotranscripcion. Estos se analizaron

posteriormente mediante qPCR y se confirmé que no se habia producido degradacion de la

muestra.

Mediante qPCR se analizaron, de igual manera que en los estudios anteriores, miR-23ay
miR-451a para evaluar el grado de hemolisis mediante el coeficiente de hemolisis 134, Todas las
muestras se encontraban dentro de los parametros adecuados de este coeficiente (< 5), por lo que

se pudo proceder a analizar el resto de miRNAs.

En los estudios anteriores, se pudo observar que entre la bateria de miRNAs analizados,
el que proporcionaba unos valores mas estables entre todos los individuos y por lo tanto era el
mas indicado para actuar como normalizador, era let-7a. Por ello, este miRNA fue analizado
también en este conjunto de muestras. Junto con los otros dos miRNAs de estudio, se sometieron
al analisis mediante RefFinder *°! y se corroboré que let-7a era el idoneo para actuar como

normalizador de este estudio.

6.5.3. Cuantificacion de miR-21 y miR-320a en visita basal

En primer lugar, se analizaron los perfiles de expresion de los dos miRNAs candidatos,
miR-21 y mir-320a, en la visita inicial. Al igual que en los estudios anteriores, los analisis
estadisticos se realizador utilizando el valor de ACt, mientras que, los valores de FC se obtuvieron
mediante 224", En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos para esta primera visita.
miR-21 mostrd un aumento significativo en los pacientes con AOS y AS respecto a los controles
(FC = 1,85; p < 0,05). En el Estudio III, se mostrd que, en la visita basal, este miRNA se
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encontraba también mas elevado en este grupo, a pesar de que la mayor diferencia la mostraba
respecto a los sujetos con AOS y sin AS. Por su parte, miR-320a mostr6 un perfil similar a miR-
21 en este estudio. Los pacientes con AOS y AS mostraron una elevacion de los niveles de este
miRNA respecto a los controles (FC = 1,59; p < 0,05). En el Estudio III, se mostré un perfil
similar para los sujetos con AOS y AS, en el que también se observaban estas variaciones respecto
al grupo control. Sin embargo, en esta nueva poblacion, a pesar de que se aprecia un aumento en
miR-320 en los pacientes con AOS y AS respecto a los que solo padecen AOS, esta alteracion no

es significativa como sucedia en el estudio previo.
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Figura 30. miRNAs analizados en la visita basal. Los valores de expresion de los miRNAs
se evaluaron mediante el ACt (valor de Ct del miRNA menos el Ct del miRNA normalizador, let-
7a). Todos los datos se presentan como la media (control, n = 24; AOS sin AS, n = 50; AOS con
AS, n=38) (las barras de error corresponden a los valores de desviacion estandar). * p <0,05.

6.5.4. Cuantificacion de miR-21 y miR-320a tras 1 afio

Tras haber evaluado los cambios ocasionados por la presencia del AOS y la AS en los
miRNAs propuestos, miR-21 y miR-320a fueron analizados en los mismos sujetos tras 1 afio. De
esta manera, se procedidé de manera similar al Estudio IV. En este trabajo, como se muestra en la
Figura 31, se observo que miR-21 mostraba un aumento significativo en los sujetos con AOS sin
AS y que no habian sido tratados con CPAP respecto a los controles (FC =2,51; p < 0,05). Este

resultado concuerda con lo descrito en el Estudio IV. Los niveles de este miRNA eran inferiores
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en aquellos grupos de pacientes de AOS, tanto con AS como sin ella, que eran sometidos a terapia
con CPAP respecto a los que no eran tratados. De esta manera, se confirmo la hipotesis de que
miR-21 era sensible al tratamiento con CPAP. miR-320a, por su parte, se encontrd elevado
respecto al grupo control en los pacientes con AOS sin AS que habian sido tratados con CPAP
(FC=1,48; p <0,05) y en los sujetos con AOS y AS que no recibieron terapia con CPAP (FC =
1,88; p <0,05). Estos resultados mostraron que, al revés de lo que ocurria para miR-21, miR-320a
no respondia al tratamiento con CPAP ya que mostraba valores elevados independientemente de
la aplicacion de la terapia sobre los pacientes con AOS. Esta misma conclusion fue la obtenida

en el Estudio IV en el que también se determind que miR-320a no se corregia al utilizar CPAP.
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Figura 31. miRNAs analizados en la visita tras 1 afio de seguimiento. Los valores de
expresion de los miRNAs se evaluaron mediante el ACt (valor de Ct del miRNA menos el Ct del
miRNA normalizador, let-7a). Todos los datos se presentan como la media (control, n=16; AOS
sin AS con CPAP n =28, n =33; AOS con AS, n = 17) (las barras de error corresponden a los

valores de desviacidn estandar). * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p <0,001.
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6.5.5. Discusion

El objetivo de este estudio fue validar los resultados obtenidos en los estudios Il y IV
para los miRNAs seleccionados, miR-21 y miR-320a, en una nueva poblacion. De esta manera,
se pretendia confirmar la implicacion de estos miRNAs en la patologia del AOS y el efecto sobre
ellos de su principal tipo de tratamiento, el CPAP. Los cambios en los niveles de ACt siguieron
un patrén similar a los estudios previos para ambos miRNAs, sin embargo, se observaron ligeras
modificaciones. Por una parte, miR-21 presentd sus valores mas elevados en el grupo con AOS y
AS en la visita basal. Esto concuerda con el posible efecto pro-aterogénico del miRNA '*°. En
este estudio, miR-21 mostr6 una alteracion significativa respecto al grupo control, mientras que
en el Estudio III, esta fue respecto a los pacientes con AOS sin AS. En el analisis del Estudio V,
los valores del grupo con AOS sin AS fueron mas similares a los de los sujetos con AOS y AS.
Este hecho podria tener su origen en los datos clinicos de los pacientes, ya que, como se ha
descrito, los pacientes con AOS y sin AS del estudio presentaron unos niveles significativamente
elevados de colesterol total, LDL, apolipoproteina B y PCR. miR-21 se ha relacionado con el

1 225226 y con la respuesta inflamatoria 7, por lo que la alteracion de

metabolismo del colestero
estos pardmetros podria afectar a este miRNA. En la visita tras 1 afio de seguimiento, en la que
una parte de los pacientes fueron tratados con CPAP, se comprobo que el tratamiento estaba
teniendo un efecto sobre los niveles de este miRNA en los exosomas circulantes. Los pacientes
que no se sometieron a terapia con CPAP presentaron valores mas elevados de miR-21, siendo
significativamente elevados, al igual que en el Estudio IV, en los sujetos con AOS sin AS y sin
CPAP respecto a los controles. La confirmacion de estos hallazgos apoya la hipdtesis de que miR-

21 desempefia un papel importante en las rutas implicadas en el desarrollo de AS y que mediante

el tratamiento con CPAP se pueden revertir parcialmente estas alteraciones.

En el caso de miR-320a, en la visita inicial, este miRNA se mostré mas elevado en los
sujetos con AOS y AS, siendo esta diferencia significativa respecto a los controles. La posible
implicaciéon de miR-320a en el desarrollo de AS se reforzo con los resultados obtenidos. Este

224,227

miRNA se ha relacionado en otros trabajos con el desarrollo de aterosclerosis , por lo que

también podria mediar el desarrollo de placas de ateroma en los pacientes con AOS. En la visita
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tras un afio de seguimiento, todos los pacientes con AOS mostraron un mayor nivel de miR-320a
en sus exosomas circulantes respecto a los de los sujetos control. En este estudio, solo las
diferencias respecto a los controles de los pacientes con AOS sin AS con CPAP y de los
individuos con AOS y AS sin CPAP fueron significativas. Estos resultados apoyaron la hipotesis
de que el tratamiento con CPAP no corrige los niveles de este miRNA. Por ello, es necesario
evaluar las posibles implicaciones biologicas que puede conllevar la alteracion de este miRNA en
los exosomas circulantes y utilizar si fuese necesario algin tratamiento adicional al CPAP para

corregirlo.
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La investigacion sobre distintos aspectos de los exosomas ha aumentado durante los
ultimos 10 afios ??®. Actualmente, se conoce su implicaciéon en funciones bioldgicas como la
comunicacion célula-célula o la respuesta inmune **. Sin embargo, aunque participan en la

230232 4 enfermedades cardiovasculares >3, su

progresion de distintas patologias, como cancer
papel y los mecanismos intermedios por los que actian no estan todavia claros. Numerosas
investigaciones se han centrado en estudio de su carga, describiendo la presencia de distintas
proteinas, lipidos y RNAs en su interior 2***, Sin embargo, segiin se avanza en el conocimiento
de los exosomas, se continuan describiendo nuevas moléculas presentes en ellos, por lo que
todavia se desconoce la totalidad de su contenido. Se ha demostrado la especificidad del contenido
exosomal en funcién del estado bioldgico o patologico o del tipo celular que los produce 7323323,
Esta especificidad en su carga, junto a su presencia en fluidos bioldgicos facilmente accesibles,
los convierte a ellos y su contenido en potenciales biomarcadores. De hecho, las investigaciones
realizadas en cancer y enfermedades cardiovasculares han propuesto que el estudio del contenido
exosomal puede ser una oportunidad unica para el descubrimiento de biomarcadores y el

desarrollo de herramientas de diagnodstico no invasivo 2*72*°, A pesar de ello, su uso clinico

todavia no ha sido desarrollado.

Una de las mayores barreras en el estudio de los exosomas y su aplicacion al diagnostico
clinico es su método de aislamiento. Actualmente, no existe una técnica estindar que proporcione
unas caracteristicas adecuadas para todas las aplicaciones posteriores de los exosomas 4%, El
primer método que se propuso como referencia para el aislamiento de exosomas fue la
ultracentrifugacion. Esta técnica parecia proporcionar una reproducibilidad y un rendimiento de
aislamiento adecuados !'*?*2, Sin embargo, otros trabajos han mostrado que la ultracentrifugacion
presenta importantes desventajas como la posibilidad de dafio mecanico sobre los exosomas, la
ausencia de especificidad en la precipitacion, los altos tiempos de trabajo, el coste de los
instrumentos y la baja reproducibilidad entre laboratorios ?®. El Estudio I desarrollado en la
presente tesis pretendid esclarecer qué metodologia era mas idonea para el posterior analisis de

miRNAs. Para ello, se evaluaron la cromatografia de exclusién molecular (SEC) y un kit

comercial basado en la precipitacion mediante polimero. La SEC, a pesar de proporcionar
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exosomas con un grado de pureza mas elevado, presenta una mayor dilucion de estos en la muestra
final ''”. De acuerdo con nuestro trabajo, un estudio recientemente publicado ha mostrado que la
técnica de eleccion para el estudio de miRNAs exosomales es la precipitacion mediante kits
comerciales 2*. Por ello, y observando los resultados que se obtuvieron en el Estudio I, se
concluy6 que, cuando se parte de un volumen de muestra reducido, es necesario el uso de kits
comerciales que proporcionen una mayor concentracion final de exosomas para el posterior

analisis de sus miRNAs.

Tras la eleccion del método de extraccion de exosomas mas indicado para el analisis del
contenido de miRNAs, se realiz6 el Estudio II en el que se analizaron los niveles de un conjunto
de miRNAs a lo largo del tiempo en sujetos control. Los resultados de este trabajo mostraron por
primera vez la estabilidad de los miRNAs exosomales obtenidos a partir de muestras extraidas en
distintos puntos temporales. Esta caracteristica es de gran importancia para su posible uso como
futuros biomarcadores ya que los posibles cambios en estos miRNAs seran consecuencia de un
cambio en el estado fisioldgico del individuo y no de la propia variabilidad de sus medidas. Este
estudio permitid, ademds, definir la metodologia mas eficaz para el analisis de estos
biomarcadores, seleccionando el kit de precipitacion mas adecuado y el momento donde se
congelaba la muestra para evitar la menor pérdida de sefial posible. El efecto de la congelacion
ha sido estudiado por otros autores en exosomas procedentes de distintos origenes como la orina
o el liquido cefalorraquideo. En el caso de este ultimo, se observo que distintos ciclos de
congelacion de los exosomas obtenidos del liquido provocaban la degradacion de los miRNAs
244 Estos datos son coherentes con los obtenidos en nuestro estudio, en el que se observo que los
miRNAs que se obtenian y analizaban a partir de exosomas sin congelar, aislados de plasma que
si que habia sido congelado, mostraban mayores niveles que los que habian sido obtenidos de
exosomas sometidos a congelacion una vez aislados de plasma sin congelar. Estas mismas
conclusiones fueron obtenidas en el caso de los exosomas de orina, en los que se observo que la

forma mas eficiente para su conservacion era mantener criopreservada la muestra de origen 2%

Una vez optimizada la metodologia de estudio, el objetivo de los trabajos III y IV fue

evaluar los cambios en una bateria de miRNAs producidos en pacientes con AOS con y sin AS y
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el efecto del tratamiento con CPAP sobre estos. Los miRNA estudiados fueron seleccionados en
funcion a su implicacion en procesos aterogénicos, de inflamacion o de hipoxia. Este es el primer
estudio en el que se evallian los cambios en los miRNAs exosomales en pacientes adultos con
AOS. En el equipo del Dr. Gozal demostraron la importancia de la carga exosomal de miRNAs
en relacion con el dafio endotelial en nifios con AOS 7. En posteriores estudios, el mismo equipo
describi6 la alteracion de los miRNAs exosomales en sujetos control sometidos a hipoxia
intermitente, provocando ademas que dichos exosomas promuevan el dafio endotelial in vitro 173,
sugiriendo su participacion en las comorbilidades cardiovasculares asociadas a la AOS. Estas
premisas concuerdan con los resultados que se obtuvieron en el estudio Il y IV de esta tesis, en
los que se observo como alguno de los miRNAs se encontraba alterado en los pacientes con AOS
y AS. Concretamente, los que presentaron una mayor variacion fueron miR-21 y miR-320a. miR-

207217 ¢ hipoxia *® y se asocia con el

21 es un miRNA implicado en procesos inflamatorios
desarrollo de dafio endotelial 8. Por su parte, miR-320a se ha asociado también a procesos
aterogénicos ****?7. Por ello, la alteracion de ambos miRNAs podria estar implicada en el
desarrollo de comorbilidades cardivasculares en estos pacientes. Al evaluar el efecto de la terapia
con CPAP sobre estos miRNAs, se observaron efectos contrarios. Por un lado, miR-21 se corrigid
en aquellos pacientes tratados con CPAP, mientras que se encontr6 elevado en los que no
recibieron tratamiento, especialmente en los sujetos que no presentaban AS. Por otro lado, miR-
320a no mostr6 ningun efecto relacionado con el tratamiento con CPAP, ya que, en la visita tras
un afio de seguimiento, tanto los pacientes con AOS y AS como los pacientes con AOS sin AS,
tratados y sin tratar, mostraron niveles elevados para este miRNA. La falta de efecto en los niveles
de este miRNA relacionado con la generacion de dano endotelial, a pesar de estar recibiendo el
tratamiento con CPAP, sugiere la necesidad de utilizar un tratamiento adicional para evitar el
riesgo de desarrollar comorbilidades cardiovasculares. Otra hipdtesis alternativa es que, la AOS
desencadend procesos relacionados con AS acelerada que se estan autoperpetuando pese al

tratamiento con CPAP. Esto indicaria la necesidad de llevar a cabo un diagndstico precoz de la

AOS.
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La fiabilidad de estos resultados fue comprobada en el Estudio V, en el que se analizaron
los 2 miRNAs candidatos en una nueva poblacion. Durante la visita basal, ambos miRNAs
volvieron a mostrar unos niveles significativamente elevados en los pacientes con AOS y AS
respecto a los controles, lo que refuerza la hipotesis de que estos miRNAs podrian estar
implicados en el desarrollo de aterogénesis. En la visita tras un afio de seguimiento, miR-21 volvio
a mostrarse elevado en aquellos sujetos con AOS sin AS que no recibieron CPAP, lo que confirma
la sensibilidad de este miRNA al tratamiento. Por su parte, miR-320a, aunque no mostrd unos
perfiles tan alterados en los pacientes con AOS con y sin AS, tratados y sin tratar, si que estaba
elevado de manera general en todos ellos, siendo significativo este aumento en el caso de los
individuos con AOS sin AS y con CPAP y en aquellos con AOS y AS sin CPAP. Por ello, se
confirm6 que la terapia con CPAP no controlaba los valores alterados de este miRNA que se

encuentra relacionado con el desarrollo de aterosclerosis 2242%7.

En resumen, mediante el desarrollo de los cinco estudios de este trabajo de tesis doctoral,
hemos optimizado la metodologia necesaria para el aislamiento y cuantificacion de miRNAs a
partir de exosomas circulantes en plasma para su uso como biomarcadores. Hemos demostrado la
estabilidad de una bateria de miRNAs en sujetos control, paso previo al estudio de los posibles
cambios de los mismos asociados a AOS y el riesgo cardiovascular asociado a la misma. De los
11 miRNAs, el incremento de los niveles de miR21 en exosomas de pacientes con AOS y AS, asi
como la recuperacion de los niveles tras el tratamiento con CPAP lo propone como un buen
candidato para evaluar el curso de la enfermedad y el efecto del tratamiento. Finalmente, los
cambios observados en miR-320a, un miRNA asociado al desarrollo de aterosclerosis, en
pacientes con AOS y la falta de respuesta al tratamiento con CPAP sugiere la necesidad de ampliar

las terapias en estos pacientes para evitar el dafio cardiovascular.
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La técnica de aislamiento exosomal mas eficaz para el posterior analisis de miRNAs es
la precipitacion mediante el uso de polimeros artificiales.

La bateria de miRNAs estudiada presento unos niveles de estabilidad adecuados a lo largo
del tiempo en sujetos control, caracteristica fundamental para su posterior uso como
biomarcadores.

La metodologia mas eficaz de criopreservacion de muestra para evitar la degradacion de
los miRNAs exosomales es la congelacion de la muestra inicial, es decir, el plasma,
evitando asi los ciclos de congelacion de los exosomas ya aislados.

Los cambios en los niveles en la visita basal de 4 de los miRNAs (miR-21, miR-145,
miR-223 y miR-320a) en los pacientes con AOS en funcién de la presencia o no de AS
asociada, indican que estos marcadores pueden estar implicados en el desarrollo de esta
comorbilidad.

En la visita tras un afio de seguimiento, 3 de los miRNAs (miR-21, miR-126 y miR-143)
restituyeron sus valores normales al recibir tratamiento con CPAP, pero miR-320a se
mantuvo elevado para todos los grupos de pacientes independientemente del tratamiento
con CPAP.

La confirmacién de los cambios de miR-21 en un grupo distinto de pacientes, asi como
de su evolucion tras un afio de tratamiento con CPAP lo propone como biomarcador del
riesgo de AS en pacientes con AOS.

La confirmacion de las alteraciones del miRNA proaterogénico miR320a en dos grupos
distintos de pacientes con AOS y AS lo postula como potencial biomarcador de riesgo

aterogénico. Sin embargo, sus niveles no se corrigen con el tratamiento con CPAP.
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AF: Exosomas aislados tras la congelacion del plasma

AGO2: Argonauta 2

Alix: ALG-2-interacting protein X

AOS: Apnea obstructiva del suefio

Apo A: Apolipoproteina A

Apo B: Apolipoproteina B

AS: Aterosclerosis subclinica

BCA: Ensayo del 4cido bicinconinico

BF: Exosomas aislados a partir de plasma fresco y congelados tras su aislamiento hasta
su posterior uso

CDG63: Tetraspanin 30

CD81: Tetraspanin 28

CDB82: Tetraspanin 27

CDO9: Tetraspanin 29

cDNA: DNA complementario

CEICA: Comité de Etica de la Investigacion de la Comunidad de Aragon

CMVs: Cuerpos multivesiculares

CPAP: Presion positiva continua de aire (Continuous Positive Airway Pressure)

CRP: Proteina C-reactiva de alta sensibilidad

Ct: Ciclo que cruza el umbral de fluorescencia (Cycle Treshold)

CT90: Porcentaje del tiempo por debajo del 90% de saturacion de oxigeno

CV: Coeficiente de variabilidad

CVS: Cardiovasculares

CytC: Cytocrome C

DE, SD: Desviacion estandar

DLS: Ensayo de difraccion dindmica de la luz (Dinamic Light Scattering)

DNA: Acido desoxiribonucleico

ECV: enfermedades cardiovasculares
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EPIOSA: Epigenetics modifications and Subclinical Atherosclerosis in Obstructive Sleep
Apnea

ESCRT: Endosomal Sorting Complex Required for Transport

ESD: Excesiva somnolencia diurna

EX: Exosomas aislados con el kit de Exiqon

FC, TC: Tasa de cambio (Fold Change)

GM130: Golgi Matrix Protein

HDL: Lipoproteinas de alta densidad (High Density Lipoprotein)

HI: Hipoxia intermitente

HIF-1: Hypoxia Inducible Factor 1

hnRNPA2B1: Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A2/B1

HSP70: Heat Shock Protein 70

HTA: Hipertension arterial

IAH: indice de apnea hipoapnea

IMC: indice de masa corporal

IMT: Intima-Media Thickness

INA: Instituto de Nanociencia de Aragén

ISEV: Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (International Society for
Extracellular Vesicles)

kDa: Kilo Dalton

LDL: Lipoproteinas de baja densidad (Low Density Lipoprotein).

IncRNA: RNA largo no codificante

miRNA: MicroRNAs

NK: Natural Killer

NTA: Nanoparticle Tracking Analysis

PBS: Tampon fosfato salino

PR: Poligrafia respiratoria

PSG: Polisomnografia convencional

RISC: RNA-induced silencing complex
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RNA: Acido ribonucleico (Ribonucleic Acid)

ROX: Fluoréforo

RT-qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real

SAHS: Sindrome de Apnea-Hipoapnea del Suefio

Sa02: Saturacion de oxigeno

SAOS: Sindrome de apnea-hipopnea del suefio

SD: Desviacion estandar

SDS: Dodecil sulfato sodico

SEC: Cromatografia de exlusion molecular (Size Exclusion Chromatography)
SEPAR: Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica

SNS: Sistema nervioso simpatico

SRF: Factor de respuesta del Suero

TA: Temperatura ambiente

TAS: Tension Arterial Sistolica

TAD: Tension Arterial Diastolica

TC1: Células tumorales de pulmon

TEM: Microscopia electronica de transmision (7ransmission Electron Microscopy)
TF: Exosomas aislados con el kit de ThermoFisher

TNF-a.: Tumor Necrosis Factor o

TRSP- Tunable Resistive Pulse Sensing
TSG101: Tumor Susceptibility 101

TTBS: Tween 20, tris-buffered saline

UIT: Unidad de Investigacion Traslacional
VAS: Via aérea superior

VE: Vesiculas extracelulares

VILs: Vesiculas intraluminales

YBXI1: Y-Box Binding Protein 1
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