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1.1. DEFINICION DE MIASTENIA GRAVIS

La Miastenia Gravis (MG) es una enfermedad autoinmune mediada por anticuerpos frente
a proteinas de la membrana post-sindptica de la unién neuromuscular . Se trata de una
enfermedad muy heterogénea tanto desde el punto de vista clinico como fisiopatoldgico “.
Mas del 809% de los pacientes afectos de MG presentan anticuerpos contra el receptor nico-
tinico de la acetilcolina (AChR) °. En el resto de pacientes pueden detectarse anticuerpos
frente a la kinasa musculo especifica (MUSK) % o contra otras moléculas post-sinapticas,
aunque existen pacientes seronegativos. En algunos casos la enfermedad aparece en el
contexto de un tumor de la glandula timica. Clinicamente los pacientes presentan fatiga-
bilidad de la musculatura voluntaria que puede afectar de forma selectiva a los musculos
oculares, o bien ser generalizada afectando diferentes grupos musculares (oculares, bulbares
o de las extremidades). Cuando la afectacion es severa y de predominio bulbar puede llegar
a comportar una situacién de riesgo vital para el paciente. El tratamiento de la MG se basa
en la terapia inmunosupresora, especialmente la cortisona asociada o no a otros farmacos,
la timectomia en algunos casos v el tratamiento sintomatico con piridostigmina. Si la enfer-
medad es severa, puede ademas ser necesario el uso de terapias inmunomoduladoras con

inmunoglobulinas endovenosas o plasmaféresis.

1.2.EPIDEMIOLOGIA

La MG es una patologia poco frecuente, con una prevalencia estimada de 5-24/100.000
habitantes >°. La incidencia es muy variable, entre 1.7-28/1.000.000 habitantes por
afio seguin las diferentes poblaciones 7°. Las tasas de prevalencia e incidencia descritas
en los estudios mas recientes son mayores comparadas con las descripciones cldsicas.
En concreto, en los pacientes de edad mas avanzada se ha sefialado un aumento significa-
tivo de la incidencia en cada década a partir de los 65 afios (Figura 1)®°. Este aumento en
la incidencia en pacientes mayores puede deberse a un aumento en la esperanza de vida,
una mayor conciencia de la enfermedad en este grupo de poblacion y/o a una mejoria en las

técnicas de diagnostico &
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Figura 1: Aumento en la incidencia de MG a partir de los 65 afios.
Adaptado de Aragonés et al, J Am Geriatr Soc 2014°.

1.3. HETEROGENEIDAD
La MG es una enfermedad heterogénea, tanto desde el punto de vista clinico como patogé-

nico o de respuesta al tratamiento inmunosupresor %°.

Clinicamente los pacientes presentan fatigabilidad, entendida como la aparicién de debi-
lidad muscular después de realizar un ejercicio repetido y su recuperacion con el reposo.
En funcion del patron preferente de debilidad muscular se clasifican en formas Oculares o
bien Generalizadas *°. En este Ultimo grupo, la afectacién predomina principalmente en la
musculatura de las extremidades (MG tipo A) o bien en la musculatura bulbar (MG tipo B).
Seqgun la distribucién clinica y el grado de afectacion, los pacientes se clasifican mediante la

escala establecida por la Myasthenia Gravis Foundation of America (MGFA) 1.

La edad de debut de la enfermedad es muy variable. Clasicamente se consideraba una
enfermedad de pacientes jovenes, pero en los ultimos afios se ha observado un claro
aumento de la incidencia de MG en edades avanzadas ®'%'3. Ademds es posible que

en la poblacién anciana esta enfermedad esté infradiagnosticada, debido errores en la
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interpretacion de la sintomatologia o a limitaciones en la exploracién >, Los pacientes se
clasifican en miastenia de inicio temprano (early onset myasthenia gravis - EOMG) cuando
el debut de la enfermedad ocurre antes de los 50 afios, o bien en debut tardio si ésta
aparece a los 50 afios 0 mas (late onset myasthenia gravis - LOMG). Aungue la MG puede
aparecer a cualquier edad y en ambos sexos, la enfermedad se comporta de forma bimodal
con un pico de incidencia entre mujeres jovenes y otro pico entre hombres mayores de 50

afios, presentando ambos sexos esta distribucién bimodal (Figura 2) 8.

- Hombres (n=10) -®- Mujeres (n=16)

60

50 »
L] 497
40 - /
40 2
3125 J/ /
% 30 g

20
125
10
0
0 ®

0-24 25-34 35-44 45 -54 55-64 >=65
Edad

Figura 2: Edad de presentacion de la MG. Nuevos casos diagnosticados de MG segun
edad y sexo (1991-2000). Adaptado de Aragonés et al, Neurology 2003 °.

Inmunolégicamente, no todos los pacientes presentan el mismo perfil de autoanticuerposy,
por tanto, tampoco comparten el mismo mecanismo fisiopatologico. En la mayoria de
pacientes existen anticuerpos contra el receptor nicotinico de la acetilcolina (Ac antiAChR) °.
Los anticuerpos frente a la kinasa musculo especifica (Ac antiMUSK) se encuentran en apro-
ximadamente la mitad de los pacientes sin anticuerpos antiAChR, y clasicamente se han
relacionado con una afectacién clinica de predominio bulbar #*®. El resto de anticuerpos v

sus mecanismos fisiopatoldgicos se describen en el siguiente apartado.
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Las formas de MG con anticuerpos antiAChR se relacionan con patologia timica, lo que
tiene también implicaciones en el mecanismo fisiopatoldgico ***€. Con relativa frecuencia,
los pacientes EoMG con una forma generalizada de MG y Ac antiAChR asocian una hiper-
plasia timica. En aproximadamente el 10% de los casos la MG es una enfermedad que
aparece en el contexto de un timoma, un tumor epitelial de la glandula timica. La MG
causada por Ac antiMUSK, en cambio, no se considera asociada a patologia timica *°.
La timectomia esta indicada en los pacientes con MG asociada a timoma, y es una opcion

terapéutica en los casos EoOMG con MG generalizada, aunque su utilidad es debatida 2%,

La respuesta a las diferentes opciones terapéuticas es muy variable y heterogénea .
La gran mayoria de pacientes responden al tratamiento con corticoides, aunque algunos
son refractarios a éstos o presentan una mejoria clinica escasa o insuficiente. En estos
casos deben usarse otros farmacos inmunosupresores, ya sea solos o en combinacion con
los corticoides. La respuesta al resto de inmunosupresores es también muy variable, y en
muchos casos no se dispone de ningun marcador que permita prever la respuesta a una
determinada estrategia terapéutica. En las exacerbaciones clinicas o en las situaciones de
riesgo vital con compromiso de la musculatura bulbar (estadio MGFA IVB o V) pueden usarse
terapias inmunomoduladoras como las IgEV o PLEX, aunque la respuesta a estos regi-

menes terapéuticos es también variable.

1.4. FISIOPATOLOGIA

1.4.1. Bases fisiopatologicas de la MG

La MG es una enfermedad multifactorial derivada de una combinacion de factores gené-
ticos y ambientales. Como otras enfermedades autoinmunes, la MG se desarrolla en base
a unos factores predisponentes determinados sobre los que acttuian otros factores externos
que activan los mecanismos pro-inflamatorios y que finalmente originan la respuesta
autoinmune ##%>, Esta respuesta es drgano-especifica y se produce a nivel post-sindptico
de la placa motora, reduciendo la eficacia de la transmision neuromuscular y provocando la

debilidad muscular.
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1.4.1.1. Factores predisponentes

Factores genéticos

Aungue la MG autoinmune no es una enfermedad con herencia mendeliana, existe una clara
influencia de algunos factores genéticos para su desarrollo. La mas evidente es la asocia-
cion de las formas EoMG e hiperplasia folicular timica con los haplotipos HLA-B8 y DR3
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que a su vez se correlaciona con otras
enfermedades autoinmunes “4?®. Los casos de LoMG se asocian a HLA-DR2 y B7, aunque
de forma menos consistente 2’. Existen otras asociaciones descritas en poblacién japonesa
y china con MG (HLA-DR9, HLA-BW46) 8, y también se ha descrito una asociacion en MG
antiMUSK con DR14-DQ5 “°. Ademas del MHC, la MG antiAChR se asocia con otros genes.
Mediante estudios de polimorfismos se ha detectado una asociacion con variantes alélicas
del locus CHRNA1L (a-subunit of muscle nicotinic acetylcholine receptor), PTPN22 (tyrosine
phosphate non-receptor 22), FCGR2A (tye 2A low affinity receptor for 1gG), CTLA4 (cyto-
toxic T cell late antigen 4) y FoxP3 (Fork head/winged-helix transcription factor 3) 26593L,
Un estudio de asociacion del genoma completo (GWAS-Genomewide association study) en
el norte de Europa encontré que TNIP1 (TNF-alfa-induced protein 3 interacting protein 1) se
asociaba a formas EoMG . El TNIP1 ya habia sido sefialado como alelo de riesgo en otras
enfermedades autoinmunes y ha sido implicado en enfermedades inflamatorias crénicas.

Este mismo estudio confirmo la asociacion ya conocida de HLA-B8 y PTPN22 con EoMG.

Hormonas

Las hormonas sexuales, principalmente los estrogenos aunque también la testosterona vy
progesterona, influyen sobre sistema inmune. Los estrogenos estan implicados en procesos de
maduracion y seleccion de células B, en la secrecion de anticuerpos, y tienen un papel destacado
en el desarrollo y mantenimiento del timo, y por tanto en la formacion de células CD4/CD8 *°.
Puesto que el género es variable en los diferentes subgrupos de MG, es probable que las
hormonas sexuales tengan un papel en la fisiopatologia de la enfermedad. En concreto, la EoOMG
se relaciona con la hiperplasia timica y con el sexo femenino, y la MG con Ac anti-MUSK tiene

también un predominio en mujeres. Ademas, se conoce que el embarazo y el postparto pueden
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influir en la clinica **. Un estudio demostré que existe una desregulacion en la expresion de los
receptores de estrogeno en el timo y en linfocitos de pacientes con MG, lo que podria contribuir
a generar o perpetuar la respuesta autoinmune °. Sin embargo, son necesarios nuevos estudios

para esclarecer el papel de las hormonas en la MG %°.

Vitamina D
Los niveles bajos de Vitamina D (VitD) han sido descritos como factor de riesgo en diversas

enfermedades autoinmunes >’

, aunque en la MG existia escasa informacion sobre su
relacion con la VitD. Recientemente, un estudio ha detectado niveles mas bajos de VitD en
pacientes con MG comparados con controles, y que clinicamente algunos de estos pacientes

mejoraban al administrar suplementos de esta vitamina €.

1.4.1.2. Factores desencadenantes

Los principales factores desencadenantes de la MG son infecciones o farmacos. En concreto
el virus Ebstein-Barr (VEB) ha sido relacionado con la MG, al encontrarse celulas B con
signos de infeccidn por VEB en timos hiperplasicos de pacientes pero no en controles 2>-°.
Otros estudios han postulado la implicacién de otros virus como el citomegalovirus (CMV) o
el West-Nile virus en la MG “°. Sin embargo, el papel de estos virus en la patogénesis de la
MG es controvertida. Los farmacos mas comunmente sefialados como posibles desencade-

nantes son la D-penicilamina y los interferones, aunque el mecanismo por el que podrian

inducir la enfermedad no esta bien establecido .

1.4.1.3. Desregulaciéon inmune
Los mecanismos propuestos que finalmente dan lugar a la formacion de autoanticuerpos
incluyen errores en la presentacion de antigenos o reconocimiento, tolerancia hacia los

propios antigenos v desregulacion de la proliferacién/apoptosis de las células inmunes 2242,

La produccién de autoanticuerpos en la MG es un proceso dependiente de células T.

El MHC juega un papel importante en la MG, al presentar péptidos del AChR de las células
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presentadores de antigenos a los linfocitos Th. Como ya se ha comentado, variaciones
en el MHC se han relacionado con diversos subgrupos de MG. Algunas de las citoquinas
secretadas por estos Th estan implicadas en la desregulacion inmune de la enfermedad #.
En concreto, el TNF- a se encuentra elevado en el timo, los CD4 vy el suero de pacientes
con MG, lo que sugiere una sobreproduccion crénica de esta citoquina pro-inflamatoria +°.
Los Th son esenciales para la activacion de células B y la sintesis final de inmunoglobulinas

especificas, lo que finalmente dara lugar a los sintomas de la enfermedad.

Las células requladoras T (Treg) también estan implicadas en la patogénesis de la MG,
al ser necesarias para detectar aguellas células autoreactivas >’. Estas células Treg son CD4
que co-expresan CD25 y FoxP3, un factor de transcripcion esencial para su funcion regula-
dora, y se encuentran en el timo y dérganos linfoides periféricos. Algunos polimorfismos de
FoxP3 se han visto asociados con la MG %4, Ademas, los Tregs en la MG son funcionalmente
defectuosos #°4€. Sin embargo, existen dudas sobre si esta alteracién de los Tregs es
un factor pre-existente que predisponente a la enfermedad, o bien es consecuencia de la

propia inflamacién que altera la funcion de los Tregs 4.

La inmunidad innata es la primera linea de defensa ante patdgenos, aunque también
puede verse implicada en la induccion y perpetuacion de determinadas enfermedades
autoinmunes “8. Estudios recientes han demostrado que la expresion de TLR4 (Toll-like
receptor 4) se encuentra incrementada en las células epiteliales timicas de pacientes con MG,
y que los niveles de TLR9 en células mononucleares de sangre periférica se relacionan con
la gravedad clinica **°. En un modelo animal se ha evidenciado que la activacién de TLR3
aumenta la expresion de aAChR de las células epiteliales timicas, y que esto da lugar a la
aparicién de anticuerpos antiAChR vy debilidad *. Sin embargo, su papel exacto en la pato-

génesis de la enfermedad aun debe ser definido.
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1.4.2. Tipos de autoanticuerpos y mecanismos de accion

Motor nerve terminal

Active zone
Ca*
Basal lamina Naz* AChEsterase
2
Agrin ca
AChR
Lrp4
MuSK )
Tidl APC
Cortactin Dok7 Rapsyn
Sarcoplasm

Figura 3: Esquema de la union neuromuscular en el que se detalla la relacion entre el
Receptor de Acetilcolina y las proteinas Agrina, LRP4, MUSK y Cortactin

© Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Los anticuerpos anti-receptor nicotinico de acetilcolina (Ac antiAChR) son moléculas
policlonales de clase IgG1 o IgG3, que varian en su composicién de cadenas ligeras y que iden-
tifican un repertorio variable de epitopos en cada paciente, con una afinidad y especificidad
también variable *2™°. Estos anticuerpos se encuentran en mas del 80% de pacientes con

MG generalizada, y se ha demostrado, en diferentes estudios, que son patogénicos >+°°">8,

Los receptores nicotinicos de la ACh son canales compuestos por 5 subunidades (2aBeb
en adultos) que se encuentran en la membrana post-sinaptica de la unién neuromuscular.
Cuando la ACh se une a las subunidades alfa, el canal modifica su conformacion y da lugar
a su apertura, lo que permite la entrada de iones de Na+ generando un potencial de accion

que finalmente origina la contraccién muscular 22 (Figura 3).
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Los Ac antiAChR pueden alteran la transmision neuromuscular por diferentes mecanismos:
1) Activan el complemento, ocasionando una destruccion de la superficie post-sinaptica.
Este se postula como el mecanismo patogénico mas agresivo para la placa motora >7%.
2) Promueven la endocitosis de los AChR y aceleran su degradacion, mediante la
unién de anticuerpos bivalentes a dos AChR distintos (modulacién antigénica) 2%,
3) Bloguean el sitio de unién de los receptores de ACh, interfiriendo directamente con el

56,64,65 (

canal idnico y alterando su funcion Figura 4).

A. Complement binding and activation at the NMJ

Nerve
Synaptic vesicle MAC
—
Ach 6 C5b
\ | Polyco
c7
C1 complex
|9G\ - pAChR Activation of the o~
> complement cascade > c8 — >
~ leads to formation of
the MAC
Destruction of the morphology
Muscle of the muscle membrane
membrane
B. Antigenic modulation C. Functional AChR block
AutoAb to AutoAb to
AChR AChR
AChR
* crosslinking
— AChR
internalization
— AChR
degradation Muscle
* activation

No muscle activation

Figura 4: Mecanismos de accion de los Ac antiAChR.

A) Activacion de la cascada del complemento. B) Modulacién antigénica.
C) Blogueo funcional de los receptores. Conti-Fine et al, J Clin Invest 2006 .
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El epitopo al que se unen los Ac antiAChR es también variable. La mayoria de los antiAChR
reconocen epitopos de la “region inmunogénica mayor” (MIR) de la subunidad alfa del receptor.
Esta region es altamente inmunogénica dada su estructura de aminoacidos vy su localizacién
facilmente asequible por los anticuerpos. Ademas, su localizacién en zonas con alta densidad
de receptores de ACh permite que un mismo anticuerpo se una al epitopo correspondiente en
dos AChR diferentes (“cross-linking”), produciéndose asi una sefial de endocitosis y degrada-

cién de estos receptores #6768,

En general los titulos de 1gG antiAChR totales no se correlacionan con la gravedad de la
enfermedad, de forma que un mayor titulo de anticuerpos no necesariamente indica un
estadio mas grave *>’!. Esto se ha atribuido a la diferente afinidad de los Ac y a diferencias
funcionales al bloguear o degradar los AChR, y probablemente también al repertorio de
subunidades 1gG de cada paciente. Sin embargo, un trabajo demostré una relacion signifi-
cativa entre los titulos de Ac contra la MIR v la clinica ’*. Ademds, algunos estudios sefialan
que puede existir relacion entre la variacion del titulo de anticuerpos en un mismo paciente

antes y después de recibir un tratamiento inmunosupresor 827973,

En aproximadamente la mitad de los pacientes seronegativos para Ac antiAChR pueden
detectarse anticuerpos contra la kinasa musculo especifica (Ac antiMUSK) 7%
El mecanismo de accién de estos anticuerpos es diferente al de los Ac antiAChR.
Los Ac antiMUSK son de la clase 1gG4 vy, a diferencia de los antiAChR, no pueden activar
el complemento ni producir endocitosis 7>”7. Los MUSK son receptores de la tirosin-
kinasa esenciales para la diferenciacién sindptica y su mantenimiento ’® (Figura 5).
Cuando la agrina se libera en la union neuromuscular, se une a la proteina post-sinaptica
LRP4 (low-densitiy lipoprotein receptor-related protein 4), quien a su vez se une a MUSK
induciendo su fosforilacion ’°. Una vez MUSK esta activado, se inicia una cascada de sefiales
que promueve la agrupacion de los AChR y la activacion de otras moléculas de sefial esen-
ciales para la sinapsis. Ademas, MUSK se encarga de agrupar a las moléculas de LRP4, las

cuales activan una via retrégrada para la diferenciacion pre-sinaptica °. Los Ac antiMUSK
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acttan inhibiendo la unién entre LRP4-MUSK, y por tanto bloqueando la fosforilacion de

MUSK estimulada por Agrina. Asi, el mecanismo patogénico por el que se producirian los

sintomas miasténicos, no es una deplecion en el nimero de moléculas MUSK, ni tampoco

la dimerizaciéon de estas moléculas como ocurre con los Ac antiAChR, sino una pérdida de

funcién de MUSK y la cascada de eventos posterior a su fosforilacion

Healthy situation

AChE
LRP4

ColQ

MuSK

AChR clustering

Postsynaptic muscle membrane

76,77

Myasthemia gravis with 1gG4 MuSK antibodies

AChE
LRP4

ColQ

MuSK

AC ring

X

Figura 5: Los MUSK son antigenos proteicos transmembrana esenciales para el mantenimiento de
la unién neuromuscular, al promover la agrupacion de los AChR. Los anticuerpos IgG4, causantes de
la enfermedad, no destruyen MuSK sino que inhiben su funcién. Huijbers et al, Eur J Neurol 2015 7.

Diferentes estudios han demostrado que existe una relacion entre el titulo de Ac antiMUSK

con el estadio clinico en la MG, a diferencia de los Ac antiAChR 7>8%. Otra peculiaridad es

que los pacientes con Ac antiMUSK presentan una clinica predominantemente bulbar con un

perfil de respuesta especifico ante determinados farmacos

16,82-84
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Recientemente se ha descrito la presencia de otros autoanticuerpos en pacientes con MG
sin anticuerpos antiAChR ni antiMUSK. Los anticuerpos frente a la proteina 4 relacio-
nada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (Ac antiLRP4), descritos por
primera vez en el 2011, son anticuerpos del tipo IgG1 o IgG2 que se postula que actiian por
dos mecanismos: a) promoviendo la endocitosis de LRP4 vy alterando la via de la agrina-
LRP4-MUSK (Figura 6), y b) activando complemento vy la lisis celular 888, La prevalencia
de estos anticuerpos en estudios previos es muy variable, entre 2-50%, lo que puede ser
debido al limitado numero de pacientes incluidos v los distintos criterios de inclusion, a factores
étnicos o muy probablemente a diferencias en las técnicas de deteccion empleadas &8,
Aungue estos Ac antiLRP4 han sido descritos principalmente en pacientes seronegativos
para AChR o MUSK, existen algunos pacientes doble positivos LRP4-AChR o LRP4-MUSK &8,
Ademas, estos anticuerpos no son completamente especificos de MG, puesto que también se
han detectado en pacientes con otras enfermedades inmunomediadas como el Lambert-Eaton,

la neuromielitis dptica o la esclerosis multiple, y en la esclerosis lateral amiotrofica 828688,

Na2+

2+
Agrin ca
AChR
Lrp4
MuSK ,
Tid1 APC
Cortactin Dok7 Rapsyn

Figura 6: LRP4 se expresa en la membrana postsinaptica de la unién neuromuscular.
Es un receptor para la agrina liberada de la terminal nerviosa, y activa MUSK.
Tiene un papel esencial en mantener la funcion de los AChR.

© Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Los pacientes triple seronegativos (AChR-, MUSK-, LRP4-) representan entre un 2-59% del
total de pacientes. Probablemente parte de estos pacientes tienen en realidad Ac contra

AChR de muy baja afinidad, por lo que las técnicas diagnosticas usadas actualmente

14
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carecen de sensibilidad suficiente para detectarlos. Estos Ac antiAChR de baja afinidad
son de clase IgGl y se pueden detectar mediante una técnica de quintuple trasfeccién
con 4 unidades del AChR vy rapsina, aunque esta técnica no esta comercializada 8.
Un studio reciente demostro la presencia de estos anticuerpos de baja afinidad en un 38 %
de pacientes previamente catalogados como seronegativos °*. También se ha postulado

que los Ac antiAChR y antiMUSK pueden permanecer ligados a su antigeno en la union

neuromuscular, lo que dificultarfa su deteccién circulando en sangre periférica 2.

El resto de pacientes triple seronegativos probablemente tenga otro tipo de autoanti-
cuerpos contra proteinas post-sinapticas. Recientemente se ha descrito la presencia de
anticuerpos anti-Cortactina en algunos pacientes con MG, aunque su patogenicidad no
ha sido bien establecida ®*. Estos Ac no son especificos de esta enfermedad ya que también
se han detectado en miopatias inflamatorias y en otros procesos inmunomediados °4,
pero su deteccidn en casos de MG seronegativa puede ayudar al diagndéstico de enfermedad
autoinmune y apoyar el uso de terapias inmunosupresoras. En los ultimos afios también
se ha descrito la presencia de anticuerpos anti-Agrina en pacientes triple seronegativos
0 con otros autoanticuerpos simultaneos que probablemente actlen sobre la via agrina-

LRP4-MUSK, aunque su patogenicidad y caracteristicas clinicas estan atin por definir 7>,

Paralelamente a la presencia de los anticuerpos antiAChR, antiMUSK u otros, los pacientes
pueden presentar anticuerpos anti-musculo estriado. Estos anticuerpos estan sobre-
todo dirigidos contra la titina o el receptor de la ryanodina, y con menor frecuencia pueden
unirse a otras proteinas como la miosina, tropomiosina, troponina, alfa-actinina y actina °’~°.
Estos anticuerpos no son patogénicos, pero su presencia sugiere diferencias en la fisiopato-
logia de la enfermedad ya que son caracteristicos de pacientes con miastenia de inicio tardio
(LoMG) o de miastenia asociada a timoma '°°. Por ejemplo, los anticuerpos contra el receptor

de la ryanodina se han relacionado con la presencia de timoma, y su deteccién confiere un

70% de sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de MG asociada a timoma *°*.

15
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1.4.3. Implicacion del timo en la patogénesis de la MG antiAChR+

El timo es el 6rgano principal del sistema inmune, esencial para la diferenciacién de las
células T y para asegurar una tolerancia central. En él, las células T autoreactivas son
eliminadas mediante mecanismos de seleccidon negativa, mientras que las células T con
autotolerancia, capaces de reconocer antigenos extrafios a traveés del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC), contindian su diferenciacion.

El timo desempefia un papel fundamental en la inmunopatogénesis de la Miastenia Gravis,
aunque su implicacion es variable en los diferentes subtipos de pacientes . Un 10% de los
pacientes con MG y Ac antiAChR presentan un tumor timico, y en hasta el 65 % de pacientes con
EoMG se detecta una hiperplasia timica. A pesar de que se ha descrito algiin caso anecdético de

timoma en pacientes antiMUSK o seronegativos, se debate su relacion fisiopatolégica.

EoMG con Ac antiAChR

Hasta el 65% de pacientes EOMG presentan alteraciones timicas en forma de hiperplasia
folicular linfoide 192, Esta hiperplasia se caracteriza por la presencia de espacios perivas-
culares expandidos que contienen infiltrados linfoides de células T y células B formando
centros germinales (CG), y es en estos CG es donde tiene lugar la produccion intratimica
de Ac antiAChR. Aunque el mecanismo de activacion de los CG no esta bien establecido,
se ha propuesto el siguiente modelo: después de un desencadenante inicial no cono-
cido, se activan algunas células Th que reconocen subunidades del AChR expresadas en
células epiteliales medulares. Estas células Th promueven la formaciéon de Ac que atacan
las células mioides vecinas (que semejan células musculares y expresan el AChR nativo)
y activan complemento, con la subsecuente liberacion de complejos AChR/anticuerpo.
Estos complejos antigeno/anticuerpo son un potente estimulo para activar a las células
presentadoras de antigenos, inducir la formacién de centros germinales y fomentar la
diversificacion de los autoanticuerpos, dando lugar a la enfermedad. Posteriormente, este
proceso iniciado a nivel intra-timico puede perpetuarse en los 6rganos linfaticos periféricos,

manteniendo asf la autoinmunidad 1193
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MG asociada a timoma

Como ya se ha comentado, un 10% de pacientes afectos de MG presentan un tumor de
la glandula timica 7192 A su vez, el 20-50% de pacientes con timoma se encuentran
afectos de MG, y existe un 20-25% de pacientes con timoma en los que pueden detectarse

Ac antiAChR o anti-musculo estriado sin que presenten sintomas de la enfermedad *°%.

Los timomas son tumores de células epiteliales timicas *°°. En funcién del contenido linfoci-
tico y el tipo de células epiteliales se clasifican histolégicamente en A, AB, B1, B2 y B3 segun
la clasificacion de la WHO (7Tabla 1), que fue revisada recientemente por el grupo de estudio

ITMIG (International Thymic Malignancy Interest Group) 1°°.

Tabla 1: Clasificacion de los tumores timicos segun la “World Health Oranization” (WHO),
revisado por ITMIG '%

Tipo | Definicién anatomopatoldgica de los tumores timicos

Tumor compuesto por células epiteliales timicas fusiformes u ovaladas sin atipia y sin
presencia de linfocitos.

Tumor en el que existen focos con las caracteristicas del tumor tipo “A” mezclados
AB con focos ricos en linfocitos no neoplasicos, y las células epiteliales expresan tanto
marcadores corticales como medulares.

Tumor que se asemeja al timo funcional normal, con extensas areas de apariencia

Bl e e . . .
indistinguible al cortex timico e islotes medulares.

B2 Tumor compuesto por células epiteliales dispersas entre una gran cantidad de linfoci-
tos no neoplasicos.

B3 Tumor compuesto predominantemente de células epiteliales sin atipia o con minima

atipida, mezcladas con escasos linfocitos.

C Carcinoma timico.

En timos normales, los linfocitos T sufren una seleccion positiva mediante el reconocimiento
de antigenos asociados al MHC en el cortex timico, y una seleccion negativa de las células
que reconocen antigenos propios y que deben ser eliminadas. Esta seleccion negativa esta
mediada por las células epiteliales medulares que expresan AIRE (regulador autoinmune) y
por células dendriticas presentadoras de antigenos. En los timomas existe una pérdida de la
region medular y una ausencia de células mioides que expresan AChR, no se expresa AIRE,
y por tanto no se realiza una correcta seleccién negativa '%’. Ademas, las células epiteliales

neoplasicas pueden expresar epitopos de subunidades del receptor de ACh, de la titina vy

17
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del receptor de la ryanodina, lo que distorsiona la seleccién positiva de células T autore-
activas para su supervivencia. Una vez estas células T autoreactivas se exportan fuera del
timo, activan la produccién de autoanticuerpos mediante mecanismos no bien definidos.
La especificidad por la que estas células T atacan de forma preferente al AChR puede
deberse a la ausencia de células mioides en los timomas con el consecuente error en la

seleccion negativa de los autoantigenos musculares que expresan, en especial el AChR /18,

1.5. CLINICA

La caracteristica comun en todos los pacientes con MG es la presencia de fatigabilidad muscular.
Se define fatigabilidad como la aparicion de debilidad muscular después de realizar un ejer-
cicio, que mejora con el reposo (Figura 7). Esta debilidad fluctuante puede afectar a cualquier
musculo estriado tanto a nivel de los o0jos, la musculatura bulbar, las extremidades o incluso en

tronco, y puede manifestarse de forma variable en cada localizacion.

Figura 7: Fatigabilidad cervical con el ejercicio.

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

La afectacidn ocular es la forma mas frecuente de inicio, ya sea en forma de grado variable de
ptosis o diplopia, con o sin oftalmoparesia *°8. Aproximadamente el 80-85 % de pacientes debutan
con clinica ocular, aungue finalmente menos del 20% de pacientes presentaran una forma ocular
pura (es decir, con debilidad exclusiva de la musculatura extraocular y/o ptosis) *°°. La afectacién
bulbar aparece como sintoma inicial en el 15% de casos, en forma de disfagia, disartria, disfonia,
debilidad mandibular, y en casos menos frecuentes en forma de disnea o incluso insuficiencia
respiratoria. En ocasiones mas raras el debut puede producirse en forma de debilidad muscular

de cinturas, debilidad distal o incluso una debilidad focal de un grupo muscular concreto 10,
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La evolucién clinica es también muy variable. Los pacientes pueden experimentar periodos
de empeoramiento clinico, que pueden estar desencadenados por infecciones, estrés
: - - : 2,10110-112 ‘ -
emocional, cirugias, o diversos farmacos (Tabla 2 y 3). La mayoria de pacientes
llegan al acmé clinico durante los 2 primeraos afios de enfermedad, aunque se han descrito
casos mucho mas tardios °°. Aquellos pacientes con un debut ocular que posteriormente
generalizan también suelen hacerlo durante los 2 primeros afios de la enfermedad %8199,

Las remisiones espontaneas son raras, aunque han sido descritas en ocasiones.

Tabla 2: Factores relacionados con exacerbaciones clinicas en pacientes con MG #1012

Factores relacionados con exacerbaciones clinicas en pacientes con MG

Infecciones

Farmacos *

Retirada/abandono del tratamiento inmunosupresor

Estrés emocional

Cirugia

Temperaturas extremas

Vacunas

Hipertiroidismo

X, . ;o .
Tabla 3: "Farmacos que pueden causar exacerbaciones clinicas en pacientes con MG

Farmacos que pueden causar exacerbaciones clinicas en pacientes con MG

Farmacos contraindicados

en la MG D penicilamina

Farmacos que se pueden

e Telitromicina
usar con precaucion

Curare y derivados

Toxina botulinica

Aminoglucosidos (Gentamicina, Kanamicina, Neomicina,
Farmacos que aumentan Estreptomicina, Tobramicina)

la debilidad en algunos Macrélidos (Eritromicina, Azitromicina)

pacientes Fluoroquinolonas (Ciprofloxacino, Levofloxacino, Norfloxacino)
Quinina, Procainamida

Interferén-alfa

Sales de magnesio (suplemento endovenoso de magnesio)

Antagonistas del calcio

Farmacos que pueden Betablogueantes
aumentar la debilidad en Litio
algunos pacientes Contraste yodado

Estatinas (relacién causal es dudosa debido su uso extendido)
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En funcién de la manifestacion clinica predominante, los pacientes se clasifican en 5
estadios segun la Myasthania Gravis Foundation of America (MGFA) (Tabla 4) ‘'
El estadio | hace referencia a una afectacion puramente ocular a lo largo de toda la enfer-
medad. El resto de estadios hacen referencia a formas generalizadas de la enfermedad, clasi-
ficandose de Il - IV seguin su gravedad. Cada grado se subdivide a su vez en “A” si la afectacion
es predominante en las extremidades, o en “B” si predomina la clinica bulbar. El estadio V hace

referencia a aquellos pacientes que se encuentran intubados en situacién de crisis miasténica.

Tabla 4: Clasificacion clinica de la Miastenia Gravis segun la MGFA™

Clasificacion clinica de la Miastenia Gravis segun la MGFA

Clase | Debilidad de cualquier miisculo ocular
Puede tener debilidad para la oclusién de los parpados

No existe debilidad del resto de musculatura

Clase Il Debilidad generalizada leve

lla La debilidad predomina en musculatura de extremidades y/o axial

IIb La debilidad predomina en musculatura bulbar (orofaringea, respiratoria)

Clase 1l Debilidad generalizada moderada

Illa | La debilidad predomina en musculatura de extremidades y/o axial

lllb | La debilidad predomina en musculatura bulbar (orofaringea, respiratoria)

Clase Il Debilidad generalizada moderada

Illa | La debilidad predomina en musculatura de extremidades y/o axial

llIb | La debilidad predomina en musculatura bulbar (orofaringea, respiratoria)

Clase IV Debilidad generalizada severa

IVa | La debilidad predomina en musculatura de extremidades y/o axial

IVb | La debilidad predomina en musculatura bulbar (orofaringea, respiratoria). Puede
requerir el uso de sonda nasogastrica.

Crisis miasténica
Clase V

El paciente requiere intubacién orotraqueal con o sin ventilacién mecanica asistida.

1.5.1. Subtipos de Miastenia Gravis Autoinmune

En funcion de la edad de presentacion, tipo de anticuerpos y su asociacién con patologia
timica, se definen diferentes subtipos de pacientes con MG %113 La caracterizacion de
estos subtipos clinicos es indispensable para asegurar un manejo 6ptimo de la enfermedad

en cada paciente.
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Los pacientes con anticuerpos antiAChR se clasifican en 3 grupos 2!%1*: 4) Los EoMG
(Early onset MG) son pacientes con un debut de la enfermedad antes de los 50 afios
y suelen ser predominantemente mujeres. Con frecuencia estos pacientes presentan una
hiperplasia timica, y pueden asociar otras patologias autoinmunes concomitantes, como
tiroiditis autoinmune. B) Los LoMG (Late onset MG) debutan a partir de los 50 afios,
con un predominio de sexo masculino, y no asocian con igual frecuencia patologia timica.
Simultaneamente a los Ac antiAChR pueden presentar otros anticuerpos anti-musculo
estriado como los anti-titina (Figura 8). C) En el grupo de pacientes con MG asociada a
timoma no existen diferencias significativas de sexo ni edad. Se postula que estos pacientes
presentan un titulo de anticuerpos mayor y un fenotipo clinico mas severo, aunque esto no

ha sido demostrado 141>,

)

Figura 8: Paciente con LoMG. Obsérvese la importante debilidad
de la musculatura cervical con uso de musculatura accesoria

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

La Miastenia Ocular ocurre en menos del 20% de los casos y se caracteriza por una
.. . 109 . .
afectacion exclusiva de la musculatura extraocular y palpebral “*. Su inmunopatogenia
es probablemente similar a la miastenia generalizada, aungue existe un mayor nimero de
pacientes seronegativos (hasta el 50%) > Los musculos extraoculares presentan unas
peculiaridades estructurales, funcionales y bioquimicas que les confieren una mayor suscep-
tibilidad para verse afectados en la MG. Entre sus caracteristicas morfoldgicas destacan
unas hendiduras post-sinapticas menos prominentes con menos cantidad de AChR y coex-

presion de formas fetales y adultas del receptor, aunque probablemente esto Ultimo sea
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de poca relevancia. A nivel funcional presentan unidades motoras mas pequefias (menos
fibras musculares por neurona motora) con frecuencias de disparo mas altas, lo que les
hace mas propensas a un fracaso en la transmisién neuromuscular 8. Otro dato relevante
es que existe una menor capacidad de inhibir el complemento en la placa motora de estos

musculos, siendo asi mas susceptibles a este tipo de agresion Y.

Los pacientes con Ac antiMUSK suelen presentar un debut de la enfermedad a edades
tempranas, con un predominio en mujeres. Aunque clinicamente pueden superponerse al
fenotipo de pacientes con Ac antiAChR, los pacientes con Ac antiMUSK suelen presentar
de forma caracteristica mayor implicacion de musculatura bulbar con atrofia establecida,
incluso sin afectacion ocular (Figura 9) **%°. Este grupo de pacientes no suelen presentar

patologia timica asociada *>*18.

Figura 9: Paciente afecta de MG con Ac antiMUSK. Presenta una debilidad facial significa-
tiva, tanto del orbicular de ojos como de labios, que confiere una fascies caracteristica, asf
como una disfagia severa que requiere el uso de sonda naso-gastrica para la alimentacion.

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
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A pesar de el reducido numero de pacientes con Ac antiLRP4 descrito hasta el momento,
estos anticuerpos parecen relacionarse con formas principalmente oculares o formas gene-
ralizadas leves, aungue en los casos doble positivos (LRP4-AChR o LRP4-MUSK) el fenotipo

puede ser mas grave 88113,

Los pacientes triple seronegativos representan un grupo mas heterogéneo, pero en
general se asemejan mas a aquellos con Ac antiAChR 319 Como vya se ha comentado,
recientemente se ha descrito la presencia de Ac antiAChR de baja afinidad en pacientes
previamente catalogados como seronegativos 2°?t. Aunque el niimero de casos descritos
hasta el momento es también escaso y no permite extraer conclusiones definitivas, un
trabajo reciente mostraba que estos pacientes presentaban un debut de la enfermedad a
edades mas tempranas y tenian un fenotipo mas leve, comparados con el resto de pacientes
seronegativos 7. En este estudio se detectaba la presencia de antiAChR de baja afinidad en

un 389% de pacientes previamente catalogados como seronegativos.

1.5.2. Situaciones de Riesgo Vital - Crisis Miasténicas

Enlas formas de MG generalizada la debilidad puede llegar a ser grave y en ocasiones comportar
un riesgo vital para el paciente. Se entiende como Situacion de Riesgo Vital (SRV) la presencia
de sintomatologia bulbar que comporta una insuficiencia respiratoria con necesidad de soporte
ventilatorio mediante intubacion orotraqueal (I0T) o ventilacién mecanica no invasiva (VMNI)
(Estadio MGFA V), o bien una disfagia severa que requiera el uso de sonda nasogastrica (SNG)

para alimentacién o por riesgo de aspiracion (Estadio MGFA [VB) .

Se estima que entre el 10-20% de pacientes afectos de MG presentaran una SRV en algun
momento de la enfermedad '22%125 En |os casos de MG asociada a timoma o aquellos
con Ac antiMUSK se han descrito tasas mayores de crisis miasténicas, aunque existen diver-
gencias en los estudios publicados *#115 Con frecuencia estas SRV aparecen como debut
de la enfermedad o durante los 2 primeros afios de ésta, aunque pueden presentarse en

cualquier momento en el curso de la enfermedad.
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En 2/3 de los casos es posible determinar algun desencadenante de la SRV. Los mas comun-
mente sefialados son las infecciones, aunque existen otros posibles desencadenantes tales
como el uso de algunos farmacos (principalmente antibioticos como los aminoglicosidos y
quinolonas), la disminucién del tratamiento inmunosupresor, el estrés emocional o fisico,
la cirugia, etc 1111121211257125 En |55 Tabla 2 y 3 previas se recogen los desencadenantes

descritos como mas frecuentes.

La insuficiencia respiratoria que aparece en las SRV puede ser hipoxémica, hipercapnica
0 ambas, y deriva de una hipoventilacién y una proteccion insuficiente de la via aérea con
incapacidad para eliminar correctamente las secreciones. Otra sintomatologia que aparece
en estas SRV es la disfagia, la requrgitacion nasal, la disartria o voz nasalizada, y la debi-

lidad mandibular y lingual ***.

En los afios sesenta la mortalidad de las crisis miasténicas era superior al 40%. El uso de
las técnicas actuales en intensivos vy los nuevos farmacos han permitido reducir hoy en dia
la mortalidad a un 5-10%. Actualmente la mortalidad se atribuye basicamente a comor-
bilidades o complicaciones derivadas de ingresos prolongados en intensivos, mas que a la

propia enfermedad 21122125126

La duracion de la SRV es variable en cada caso 25?4126 | as caracteristicas propias de
cada paciente, el tipo de desencadenante y el tratamiento recibido, son probablemente
los factores que determinaran la evolucion ante una SRV. Algunos autores han sefialado

la edad v las infecciones como factores de riesgo para un peor prondstico 12126

, aungue
no todos los estudios respaldan esta afirmacion. Ademas, Thomas reportd que un nivel
de bicarbonato >30 mag/dl pre-intubacion y/o una CVF <25 ml/kg en el 3° dia post-I0T
eran factores independientes para una crisis prolongada, aunque estos hallazgos no han
sido ratificados posteriormente 1?6, En conjunto, no se conoce hasta el momento ninguin

biomarcador que permita predecir el riesgo de un paciente a presentar una SRV, ni tampoco

predecir la evolucion de ésta ni la respuesta a las diferentes terapias. En las SRV, disponer



INTRODUCCION = 1

de marcadores prondsticos o de respuesta al tratamiento seria de gran utilidad para plani-
ficar una estrateqia terapéutica individualizada en cada paciente, prever la evolucién y mini-
mizar los efectos adversos. El articulo n°2 de esta tesis fue disefiado con el objetivo de
conocer las caracteristicas de las SRV en nuestra poblacion y estudiar los posibles marca-

dores prondsticos.

1.6. TECNICAS DIAGNOSTICAS ACTUALES

Actualmente el diagnéstico de MG se establece en base a una sintomatologia y explora-
cion clinica compatibles, con la presencia o no de autoanticuerpos. Otros datos que pueden
apoyar el diagndstico son los test electrofisiolégicos con la estimulacion repetitiva y el
estudio de fibra aislada, asi como la respuesta a farmacos anticolinesterasicos o inmuno-

supresores.

Los biomarcadores se definen segun la FDA de USA como datos que pueden medirse de
forma objetiva y pueden indicar un proceso biologico normal, un proceso patogénico o una
respuesta a una intervencion terapéutica. Pueden ser proteinas, RNA, o pruebas comple-
mentarias de imagen, estudios electrofisiolégicos, etc. En funcion de su utilidad, los biomar-
cadores pueden clasificarse en diferentes categorias: diagndsticos, de severidad clinica, de

prondstico clinico, de farmacodinamia, y de respuesta a farmacos *%”.

Los biomarcadores actuales de los que disponemos para el diagnostico de la Miastenia
Gravis son los diferentes autoanticuerpos y los estudios electrofisioldgicos. Sin embargo, los
unicos biomarcadores de severidad clinica o prondsticos que existen hasta el momento son
los Ac antiMUSK en un subgrupo reducido de pacientes. Esto resalta la necesidad de definir
nuevos biomarcadores aplicables a todo el conjunto de pacientes para asegurar un manejo

optimo de la enfermedad.
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1.6.1. Técnicas neurofisioldgicas
El estudio electrofisioldgico permite estudiar la patologia de placa motora y orientar hacia
una alteracion post-sinaptica. Se basa en dos técnicas: la estimulacion repetitiva y el estudio

de fibra aislada.

Figura 10: Ejemplo de estimulacién repetitiva a bajas frecuencias sobre el Abautor Digiti Minimi (ADM):
A. En sujeto sano B. En paciente afecto de MG

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
La estimulacién repetitiva (ER) es la prueba mas frecuentemente usada para el estudio
de enfermedades de la unién neuromuscular. Consiste en aplicar un tren de estimulos supra-
maximos sobre un nervio motor y recoger los potenciales de accién motora en el musculo
correspondiente. La ER a bajas frecuencias (2-5 Hz) se emplea para valorar el decremento de

amplitud o area comparandose con el primer potencial, y se considera positiva cuando existe
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un decremento de mas de un 10% en el 4° o 5° potencial (Figura 10). Este tipo de estimula-
cién es el usado para estudiar la patologia post-sinaptica de la uniéon neuromuscular, y posee
una sensibilidad de entre 60-75 % para el diagnostico de MG generalizada cuando se examina
musculatura proximal. En los casos de MG ocular, sin embargo, la sensibilidad diagndstica es
menor del 509% 12812° La ER a altas frecuencias (20-50 Hz) se emplea en cambio para valorar
trastornos pre-sinapticos, y se considera patoldgico cuando existe una facilitacion de cémo

minimo un 1009% respecto el potencial basal.

El estudio de fibra aislada (SFEMG) consiste en analizar de forma selectiva el potencial
de accion de una unica fibra muscular. Cuando se realiza una estimulacion mantenida de
un nervio motor, la latencia desde el estimulo hasta el potencial de accién motor varia
entre descargas. Este intervalo interpotencial se conoce como “jitter’ y se debe a un retraso
sinaptico en la formacion de potenciales de accion entre fibras que dependen de la misma
unidad motora. En la MG puede detectarse un aumento del jitter o incluso bloqueos, lo que
traduce una inestabilidad de la sinapsis neuromuscular. Deben registrarse un minimo de 20
pares, y se considera patoldgico un jitter medio alargado, un jitter individual aumentado en
mas del 109% de pares analizados o la presencia de bloqueos. Esta prueba se puede realizar
mediante la activacion voluntaria leve del musculo, o bien mediante la estimulacion elec-
trica con aguja monopolar. Esta técnica posee una sensibilidad del 82-99% para el diag-
néstico de MG, principalmente cuando se examina mas de un musculo *?812°, Sin embargo,
no es una prueba especifica ya que puede verse también alterada en otros procesos como

miopatias inflamatorias, distrofias, polineuropatias o enfermedad de la neurona motora .

1.6.2. Test de edrofonio y test del hielo

El cloruro de edrofonio es un farmaco inhibidor de la acetilcolinesterasa, capaz de aumentar
los niveles de acetilcolina en la placa motora de forma transitoria y provocar asf un alivio
sintomatico. Mediante su administracién endovenosa puede observarse de forma inme-
diata si se produce una mejoria de la ptosis, de la diplopia o de la debilidad de extremi-

dades (Figura 11). Diferentes estudios demuestran sensibilidad diagnostica 71.5-95% en
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MG generalizada 1?23, Durante el procedimiento se debe monitorizar al paciente puesto

que puede provocar efectos colinérgicos graves como bradicardias extremas o sincopes.

Figura 11: Test de edrofonio. Obsérvese la practica resolucién de la ptosis y la oftalmoparesia tras
su administracion.

El test del hielo es util Unicamente cuando existe una ptosis. Consiste en aplicar hielo local
durante 2-5 minutos y observar si ésta mejora. Esta mejoria clinica es la traduccion del
efecto que el hielo tiene sobre los canales. Este test suele usarse en casos en que el cloruro

de edrofonio esta contraindicado %2,

1.6.3. Autoanticuerpos
La presencia de anticuerpos antiAChR, antiMUSK o antiLRP4 en un paciente con una clinica
compatible confirma el diagnoéstico de MG. Sin embargo, como se ha comentado previa-

mente, un 2-5% de pacientes son triple seronegativos.

Los Ac antiAChR se detectan en suero mediante radioinmunoensayo, que mide la cantidad
de Ac que se une al receptor de ACh muscular marcado con a-bungarotoxina-1125 vy
precipita °. Este test posee aproximadamente un 85% de sensibilidad para el diag-
nostico de Miastenia Gravis generalizada y un 50% para la Miastenia Ocular 133,
Mediante ELISA es posible determinar también anticuerpos monoclonales bloqueantes
del AChR o de anticuerpos moduladores del AChR, aunque estas técnicas afiaden poca
sensibilidad al diagndstico ’!. La determinacién de estos anticuerpos antiAChR es una

prueba fundamental para el diagndéstico de la enfermedad, sin embargo hasta el momento

existen controversias sobre su utilidad para la monitorizacién clinica.
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Los Ac antiMUSK se miden también mediante radioinmunoensayo, marcando con 1125
el dominio extracelular de MUSK 4. Ademas su utilidad diagnéstica, son biomarcadores
Utiles para monitorizar la evolucién y respuesta al tratamiento, ya que se correlacionan
con el estado clinico del paciente 7>®!. La presencia de estos antiMUSK también indica
una peor respuesta al tratamiento anticolinesterasico y una buena respuesta al trata-
miento con un anticuerpo monoclonal antiCD20, el Rituximab, al tratarse de anticuerpos
de clase 1gG 4 8134 En el resto de pacientes, sin embargo, no disponemos de ningun
biomarcador que permita predecir la respuesta a los diferentes farmacos o monitorizar la
evolucion clinica de estos pacientes. Y en los pacientes seronegativos no se dispone hasta

el momento de ningun marcador analitico que permita confirmar el diagndstico.

1.6.4. Nuevos biomarcadores: miRNAs

Recientemente los microRNAs (miRNAs) se han propuesto como posibles biomarcadores en
multiples enfermedades, incluida la MG. Los miRNAs son pequefias moléculas de 18-25
nucledtidos, no codificantes, que desarrollan un papel fundamental en la regulacion celular.
Estas moléculas actian requlando la expresion del RNA mensajero a nivel post-transcrip-

cional, y son altamente especificos y estables en suero y plasma.

En los humanos se conocen mas de 2000 miRNAs que estan implicados en la regulacion de
un gran numero de genes, de forma que un unico miRNA puede regular cientos o miles de
genes diana *>136. La mayoria de miRNAs se sintetizan mediante la polimerasa I, que trans-
cribe generando unas largas cadenas de RNA (pri-miRNA) que posteriormente son cortadas
por la enzima nuclear “drosha”’, formando los pre-miRNA. Estas moléculas se transportan
del nucleo al citoplasma mediante la exportina 5. Una vez los pre-miRNAs estan en el cito-
plasma, se fragmentan por la enzima “dicer’, obteniendo dos moléculas complementarias
cortas de 18-25 nucleotidos. Una de estas moléculas es degradada, mientras que la otra
se integra en el complejo RISC (RNA-induced silencing complex). Finalmente, este miRNA
se une a la region 3’ no traducida del RNA mensajero diana, promoviendo su degradacion

135,137-139 (

o0 inhibiendo su traduccion Figura 12). La expresion de los miRNAs se encuentra
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modulada por hormonas, factores de crecimiento, citoquinas, y de forma reciproca por la

expresion de los mismos genes diana 149141,

Mediante este mecanismo de requlacién genética post-transcripcional, los miRNAs modulan
un gran numero de procesos fisioldgicos incluyendo la diferenciacion y proliferacion celular,
migracion, apoptosis y metabolismo %3 En el sistema inmune en concreto participan
en procesos de diferenciaciéon celular, maduracion y activacion de células T, respuesta de

centros germinales, generacion de células plasmaticas con Ig especificas, y respuesta a

estimulos “toll-like receptor” 13>140.144,
Drosha
pre-miRNA
pri-miRNA
DNA
RISC
HDL-associated
extracellular miRNA
\ Exportin 5
v
Exosome-enclosed
extracellular miRNA
Shedding vesicle-enclosed RNA-binding protein-associated
extracellular miRNA extracellular miRNA

Figura 12: Esquema de sintesis de los miRNAs y formas de presentacion a nivel extracelular.
Liang H et al, Wiley Interdiscip Rev RNA 2014 .

Dado su papel regulador en multiples procesos, una alteracion en la expresion de determi-

nados miRNAs puede contribuir a la patogenia de diferentes enfermedades tales como cancer,

diabetes, hepatopatias, enfermedades cardiovasculares, o distrofias musculares 47148,
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Por ello, en los ultimos afios se ha sugerido que la cuantificacion de estos miRNAs a nivel intra-
celular puede definir la presencia de una enfermedad. Ademas, existe una fraccién de miRNAs
que se encuentra circulando a nivel extracelular en forma de vesiculas (ya sea microvesiculas,
ex0s0mas, 0 cuerpos apoptoticos), o bien mediante su unién a complejos ribonucleoproteicos o

lipoproteinas, lo que les confiere una gran estabilidad 37149159 (

Figura 12). Estos miRNAs circu-
lantes provienen de drganos con dafio tisular, células sanguineas o tumores, entre otros, y tienen
como funcion la comunicacién intercelular o entre érganos. Los miRNAs circulantes pueden
cuantificarse en diferentes fluidos, incluyendo suero, plasma, orina, leche materna y saliva *°.
Al tratarse de moléculas altamente estables en muestras frescas o criopreservadas y ser de facil

obtencién, estos miRNA circulantes pueden ser de gran utilidad como biomarcadores 221>,

El perfil de miRNAs en pacientes con MG ha sido estudiado previamente en células mononu-
cleares de sangre periférica. En el afio 2012 se describio que la expresion del miRNA let-7c
en células mononucleares estd reducida en pacientes con MG comparados con controles
sanos, y que este miRNA tienen un papel requlador sobre la IL-10, pudiendo contribuir a la
induccidn o progresion de la enfermedad *°2. El mismo grupo describié un afio mas tarde que
el miR320a se encuentra también infraexpresado en estos pacientes, y que esto contribuye
a la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como IL-2, INFy y IL-17 3. Otro estudio
demostrd que el miR145 también esta infraexpresado en pacientes con MG y en formas
experimentales de MG (EAMG), y que este miRNA tiene como dianas el receptor CD28 v el
factor de transcripcion NFATc1, sugiriendo un papel regulador en la proliferacion de células T
y la diferenciacion de Th17 *>*. Un dltimo estudio mostré una sobreexpresidn del miR146a
en células mononucleares de pacientes con MG vs controles, y que éste tiene una funcion

reguladora de genes como CD40, CD80, TLR4 y NFkB en células B que expresan AChR *°°.

A pesar de los diferentes trabajos enfocados a describir los miRNAs en células mononucleares
de pacientes con MG, el perfil de miRNAs circulantes en sangre periférica no habia sido descrito
hasta el momento. En el articulo n° 1 de la tesis aportamos los resultados del analisis de

miRNAs circulantes en pacientes con Miastenia Gravis autoinmune.
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1.7. TRATAMIENTO

El tratamiento de la MG se basa en la terapia inmunosupresora de base, ya sea con corticoides
solos o asociados a otros inmunosupresores, junto al tratamiento sintomatico con anticoli-
nesterasicos °®1°7 (Figura 13). En las exacerbaciones y en las SRV pueden ademds usarse

tratamientos inmunomoduladores con IgEV o plasmaféresis.

No Miasteni No M

. - iastenia » iastenia
Timoma » generalizada > ocular
si l l

. Si
Estabilidad Edad < 55afios
\ 4
¢ No l Pridostigmina
Inmunoglobulina Si A

, . Debilidad

Si intravenosa > grave

(Mg)/Plasmaféresis

Timectomia No . S[n
l Mejoria
No
Remision » Prednisona
L Si l \ /
Reducir dosis i O i
lentamente Remision < Prednisona

lNo

Prednisona + azatioprina
l Sin Mejoria
Prednisona + ciclosporina
l Sin Mejoria
Asociar otros farmacos
Micofenolato
Tacrolimus
Metotrexato

Rituximab
Ciclofosfamida

Figura 13: Esquema terapéutico en pacientes con Miastenia Gravis.
Adaptado de Diaz-Manera et al, Expert Opin Pharmacother 2012 *".
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1.7.1. Tratamiento sintomatico

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa inhiben la degradacion de la ACh en la unién neuro-
muscular, aumentando la posibilidad de union de la ACh con su receptor vy, por tanto, faci-
litando la activacién muscular. El farmaco mas usado de este grupo es la piridostigmina,
que suele ser bien tolerada y que induce una mejoria clinica en la mayoria de pacientes
miasténicos (Figura 14)'%*°°. En algunas formas oculares o leves de la enfermedad puede
ser suficiente su uso de forma aislada. Sin embargo, los anticolinesterasicos pueden no ser
efectivos en los pacientes con MG-MUSK, e incluso comportar un exceso de efectos secun-

darios en este grupo de pacientes '°8.

Figura 14: Efectos de la piridostigmina en paciente con MG generalizada y Ac antiAChR:
A. Situacién basal B. A los 30 minutos de administrar un comprimido de Mestinon (piridostigmina)

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

1.7.2. Tratamiento inmunosupresor

El tratamiento definitivo de la MG esta dirigido a inhibir la respuesta autoinmune.

Los corticoides orales son los farmacos recomendados como primera opcion segun las
principales guias terapéuticas. Aungue no existen estudios controlados que demuestren su
eficacia, la evidencia que ofrecen los estudios observacionales es suficiente para conside-
rarlos el tratamiento de eleccién en aquellos pacientes que necesitan tratamiento inmu-
nosupresor 1°9183 Se considera que inducen una mejoria significativa en el 70-80% de los

pacientes, aunque no se han realizado estudios controlados doble ciego. Al administrarse a
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dosis altas pueden provocar un empeoramiento clinico transitorio los primeros dias, y se ha
descrito que incluso pueden llegar a comportar una situacion de riesgo vital. Los corticoides
pueden ocasionar diversos efectos secundarios. Los mas frecuentes a corto plazo son el
aumento de peso, retencion de liquidos, hipertension, hiperglicemia, alteraciones psiquia-
tricas (sintomas psicdticos, ansiedad, depresion, insomnio), glaucoma. A largo plazo pueden
provocar cataratas, osteoporosis, necrosis avascular de la cabeza del fémur, miopatia vy

Ulceras gastrointestinales, entre otros.

Cuando la respuesta es insuficiente o la dosis de corticoides necesaria para mantener

la mejoria clinica es elevada (>20mg/48h de Prednisona segun las gufas Britanicas),

debe asociarse al tratamiento con corticoides otros farmacos inmunosupresores 156,164

Existen diferentes opciones terapéuticas:

» La Azatioprina se metaboliza a 6-mercaptopurina y esta actua inhibiendo la sintesis
de las purinas, interrumpiendo la sintesis de DNA y RNA e interfiriendo con la actividad
de las células T. Mdltiples series de casos respaldan su utilidad sola o en combinacion
con corticoides para el tratamiento de pacientes con MG 518 v en 1998 se publico
un ensayo doble ciego randomizado sobre el beneficio de la AZA + PDN 7. El efecto
terapéutico suele iniciarse a los 6-12 meses. Antes de administrarse puede medirse la
actividad de la tiopurina metil-transferasa (TMPT) para ajustar la dosis y evitar efectos
adversos graves como pancitopenia o hepatotoxicidad, aunque éstos suelen ser rever-

sibles al reducir la dosis o retirar el tratamiento ',

» La Ciclosporina A actta por la via de la calcineurina inhibiendo la funcién de las
células T. Existen 2 ensayos randomizados que avalan su eficacia en pacientes

con MG 168,169

junto con multiples estudios retrospectivos que también apoyan su
utilidad 9. Este farmaco se usa como opcién terapéutica cuando la AZA no es eficaz o
en aquellos pacientes con una patologia grave que no ha mejorado con prednisona, ya
que su efecto terapéutico es mas rapido que el de los demas inmunosupresores, entre
1-3 meses. Como efectos secundarios graves puede provocar nefrotoxicidad e hiper-
tension, y otros habitualmente menos importantes como hipertricosis o hiperplasia
gingival. Su principal inconveniente es la interaccion con otros farmacos y la necesidad

de determinar los niveles plasmaticos.



4

INTRODUCCION = 1

El Micofenolato Mofetil es un inhibidor de la sintesis de las purinas que altera de
forma relativamente selectiva la proliferacion linfocitica. Su eficacia en MG ha sido

descrita en series de casos /1172

, aunqgue dos estudios randomizados publicados en
el 2008 no pudieron demostrar su superioridad vs placebo >4, Puede usarse como
ahorrador de corticoides en aquellos pacientes que no toleran la AZA o en los que su
efecto ha sido insuficiente. Su accion sobre el curso clinico del paciente se sitla entre
3-9 meses. Los efectos secundarios mas frecuentes suelen ser leves en forma de
molestias gastrointestinales, cefalea o reacciones cutaneas. Al ser teratogénico esta

contraindicado en el embarazo vy lactancia.

El Tacrolimus (FK506), al igual que la Ciclosporina, inhibe la proliferacién de las
células T por la via de la calcineurina. Representa una alternativa para pacientes con
MG que no ha respondido a los IS previos, y su eficacia se ha demostrado en series
de casos 1>y en un estudio abierto *’®. Se utiliza mayoritariamente en Japén. Posee
también un perfil de efectos secundarios similar a la CsA, y puede ademas provocar

alteraciones del sistema nervioso como cefalea, temblor, insomnio y parestesias.

El Metotrexato provoca una deplecién del folato celular con cese de la sintesis de
bases purinicas y pirimidinicas, interrumpiendo asi la proliferacion celular. Su reco-
mendacion de uso en pacientes con MG se basa Unicamente en opiniones de expertos,
mayoritariamente del reino unido, reservandose como alternativa cuando no existe
respuesta al resto de farmacos 1. El efecto terapéutico puede presentarse entre
3-10 meses después de iniciarlo. Los efectos adversos mas frecuentes son las altera-
ciones gastroinestinales, la mielosupresion o la pneumonitis. Es ademas un farmaco
teratogénico, y su uso a largo plazo se ha asociado a un mayor riesgo de neoplasias
hematoldgicas.

La Ciclofosfamida es un agente alquilante que actla generando puentes intra/
intercatenarios, promoviendo asi el entrecruzamiento de cadenas de DNA y RNA vy
blogueando la replicacion de los linfocitos B y T. Es un farmaco de “tercera linea”, reser-
vado para aquellos pacientes refractarios al resto de tratamientos. Su eficacia en MG se
respalda en ensayos aleatorizados en pacientes refractarios a otros tratamientos /8172,
Puede provocar efectos secundarios graves como mielosupresion, cistitis hemorragica

0 neoplasias uroteliales.
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» El Rituximab es un anticuerpo monoclonal antiCD20 que actla selectivamente
contra los linfocitos B circulantes por tres mecanismos: la citotoxicidad mediada por
anticuerpos, por complemento y la estimulacion de la apoptosis. El Rituximab ha
demostrado ser un farmaco especialmente util en enfermedades mediadas por 1gG4,
como la MG antiMUSK. En estos pacientes provoca una franca mejoria clinica que
es ademas mantenida en el tiempo, y que se relaciona con una reduccion del titulo
de anticuerpos 813%189 En |os casos de MG antiAChR también ha demostrado ser
util, aunque la respuesta no es tan marcada ni perdurable, y en muchos casos es
necesario re-infundir al paciente **#*80, | os efectos adversos mas habituales son las
reacciones pseudogripales, la trombocitopenia, anemia, neutropenia, y la deplecion
de células B. Ademas pueden existir reacciones relacionadas con la infusién paren-
teral que desaparecen al descender la velocidad de infusion o parar el tratamiento:
urticaria, exantema, cefalea, broncoespasmo, angioedema, rinitis, hipotension, y alte-

raciones del ritmo cardiaco.

1.7.3. Tratamiento inmunomodulador

Las inmunoglobulinas endovenosas (IgeV) y la plasmaféresis (PLEX) son terapias usadas
en situaciones que requieren una mejoria clinica rapida, por ejemplo en exacerbaciones,
en situaciones de riesgo vital o bien como preparacion a la cirugia si el paciente esta en
una situacion clinica de gravedad *®!. Pueden usarse también en pacientes que presentan

alguna contraindicacion o intolerancia a los inmunosupresores.

Las IgEV actlan a diversos niveles de la respuesta inmune: se unen al complemento y a
algunos anticuerpos para neutralizarlos, modulan el efecto de citoquinas proinflamatorias,
inhiben vias de sefializacion intracelular y bloguean el desplazamiento celular mediante
la inhibicién de moléculas de adhesién 8283 Sin embargo, el mecanismo final por el
que las IgEV producen una mejoria clinica en pacientes con MG no es del todo conocido.
Las principales complicaciones de este tratamiento derivan de infundir volumenes grandes
de preparaciones viscosas, que pueden provocar alteraciones hemodinamicas y situaciones

pro-trombaticas.



INTRODUCCION = 1

Mediante la PLEX se realiza una eliminacién de particulas grandes del plasma inluyendo los
autoanticuerpos, lo que se traduce en una mejoria sintomatica en la mayoria de pacientes.
Como efectos secundarios puede provocar hipotension, hipocalcemia y sangrados por

reduccion de los factores de coagulacién.

Actualmente se considera que las IgEV y la PLEX son igualmente eficaces para tratar las
exacerbaciones en MG de caracter moderado o severo, con un perfil de tolerancia y de
duracion del efecto también parecido 1°18418> Por este motivo ambos tratamientos pueden

plantearse como opcion terapéutica, dependiendo de su accesibilidad en cada centro.

1.7.4. Timectomia

Aunque la timectomia es una técnica ampliamente usada para el tratamiento de la MG,
no existen a dia de hoy estudios randomizados que avalen su eficacia. Se acepta que en
todos los casos de MG asociada a timoma debe realizarse una timectomia, independien-
temente de la técnica usada (transesternal, transcervical, toracoscopica) 1*. En pacientes
jovenes con MG generalizada sin timoma, la exéresis timica puede considerarse un opcion
para aumentar las posibilidades de mejoria. Dos revisiones (2000 y 2014) concluian que los
pacientes timectomizados sin timoma tenian una mayor posibilidad de alcanzar la remision
farmacologica o de mejorar clinicamente comparados con los no-timectomizados, especial-
mente en los casos de MG generalizada grave en pacientes <45 afios. Sin embargo, puesto
que estos datos se basaban en estudios controlados pero no randomizados y con multiples
factores confusores y con divergencias entre los grupos estudiados (timectomizados vs
no-timectomizados), no se puede establecer de forma definitiva que exista un beneficio de

la timectomia en pacientes sin timoma 286,

Actualmente se estd llevando a cabo un estudio multicéntrico randomizado comparando
la timectomia vs no timectomia en pacientes tratados con prednisona, cuyos resultados se

espera que se hagan publicos en el 2016 y ayuden a esclarecer su utilidad.

37



1 = INTRODUCCION

38

1.7.5. Manejo de las Situaciones de Riesgo Vital

En las SRV puede aparecer una insuficiencia respiratoria que requiera de intubacién orotraqueal
(I0T) o de ventilacion mecanica no invasiva (VMNI), o bien una disfagia severa que requiera la colo-
cacién de una sonda nasogastrica (SNG). La decision de intubar al paciente ante una SRV debe ser
individualizada. Se dispone de una serie de parametros orientativos, aunque finalmente la clinica
sera el principal determinante. Las medidas objetivas tales como la Capacidad Vital Forzada (CVF),
el peak-fow, el pulso o la TA son mas relevantes que la gasometria 1*%!! En general se considera
necesario intubar si la CVF <20 ml/Kg, aunque en ocasiones esta medida es dificil de obtener por
la propia situacion del paciente o por la debilidad facial que acompana al cortejo sintomatico 187
Cuando aparece una SRV, el paciente debe mantenerse ingresado en una unidad de criticos para
su monitorizacién estricta y su manejo adecuado. La terapia inmunomoduladora con IgEV o PLEX
debe iniciarse cuanto antes, y si el paciente ya se encontraba bajo tratamiento inmunosupresor se
recomienda aumentar la dosis de éste, o bien iniciarlo si no lo estaba tomando. En los casos en que
se requiere soporte ventilatorio, los anticolinesterasicos pueden representar un problema puesto
que aumentan las secreciones. La rapida deteccion de estas SRV y sus desencadenantes, y un

manejo inmediato en una unidad de criticos, son cruciales para una buena evolucion.

1.8. REGISTRO NMD-ES

El registro espafiol de enfermedades neuromusculares (NMD-ES) fue creado en el afio 2010
con la mision de registrar el mayor numero de pacientes con enfermedades neuromuscu-
lares en nuestro pais. Durante sus cinco afios de existencia ha pasado por diferentes fases
de financiacion: proyecto CIBERNED (Centro de Investigacion en red de enfermedades neuro-
degenerativas), proyecto FIS (fondo de investigacién sanitaria, Instituto de salud Carlos Ill)
y actualmente recibe financiacion de CIBERER (Centro de Investigacion en Red de Enferme-
dades Raras). Ha contado desde su inicio con el apoyo del Hospital de la Santa Creu i Sant

Pau, que garantiza ademas los aspectos legales.

El objetivo del registro es recoger las caracteristicas clinicas, demograficas vy el resultado de

los test diagnosticos de los pacientes, para poder investigar nuevos genes, biomarcadores y
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patrones de neuroimagen, asi como la elaboracion de algoritmos diagndsticos. NMD-ES también

puede ser una herramienta util para la busqueda de candidatos para ensayos clinicos.

Se trata de un registro longitudinal realizado por neurdlogos expertos de 28 hospitales de
todo el pals, que contiene informacion retrospectiva y prospectiva. En el proyecto NMD-ES
existen actualmente 10 registros operativos que engloban las siguientes enfermedades
neuromusculares: Miastenia Gravis, neuropatias hereditarias, neuropatias inflamatorias,
ELA, distrofias musculares, enfermedad de Pompe, miopatia del enfermo critico, miopatias

mitocondriales, miositis por cuerpos de inclusion y miastenia congénita.

Cada registro tiene asignado un grupo de expertos encargados de su disefio y desarrollo, y
se realizan encuentros periddicos entre los diferentes grupos para actualizar los contenidos
y estudiar la viabilidad de nuevos registros. La informacién contenida en los registros es
anénima, cumple los requisitos legales en cuanto a confidencialidad y proteccion de datos, y
es accesible a todos los participantes. Todos los pacientes incluidos deben firmar un consen-
timiento informado. El registro dispone de un protocolo donde se define la metodologia
utilizada para asequrar la calidad de los datos: sistema de monitorizacion e indicadores de
calidad. Existen también manuales informativos sobre el funcionamiento de los registros

para todos los participantes.

En el momento de la redaccion de este documento hay registrados 4647 pacientes en total, y
en el registro de Miastenia Gravis en concreto existen datos de 1118 pacientes. El registro de
MG consta de 146 campos de informacién. Se recogen datos demograficos, clinicos, pruebas
diagnosticas (EMG, analitica), escalas funcionales y tratamiento. El registro permite incluir visitas

de seguimiento, donde se recogen datos de evolucion clinica del paciente de forma prospectiva.

En el articulo n°2 de esta tesis aportamos el resultado del analisis de los pacientes incluidos
en el registro NMD-ES con Miastenia Gravis que presentaron una SRV en algin momento de la

enfermedad.
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Hipotesis y objetivos







HIPOTESIS Y OBJETIVOS = 2

HIPOTESIS 1:
Existe un perfil caracteristico de miRNAs circulantes en el suero de pacientes con Miastenia
Gravis. Dada la facil obtencién y la gran estabilidad de los miRNAs en suero, pueden resultar

de utilidad como biomarcadores de esta patologia autoinmune.

Objetivos:

» Determinar el perfil de miRNAs circulantes en el suero de pacientes con Miastenia

Gravis autoinmune.

» Analizar si existe un perfil especifico de estos miRNA para cada subgrupo de pacientes

o en funcion del tratamiento recibido.

HIPOTESIS 2:
Las situaciones de riesgo vital son frecuentes en los pacientes con MG. La edad vy el desen-
cadenante infeccioso son marcadores para una evolucion térpida y una peor respuesta al

tratamiento.

Objetivos:

» Describir la frecuencia y caracteristicas de las situaciones de riesgo vital en pacientes
con MG incluidos en el registro nacional de enfermedades neuromusculares (NMD-ES).

» Analizar los marcadores demograficos, clinicos y inmunolégicos que determinan el

pronostico de estos pacientes.
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Factor de impacto: 3.234. Primer cuartil.

Introduccion:

Los miRNAs son pequefias moléculas no codificantes que actian regulando un gran numero
de genes. En los Ultimos afios se han propuesto como biomarcadores en diferentes patologias,
incluyendo algunas enfermedades autoinmunes como la MG, aunque el perfil de miRNAs circu-
lantes en estos pacientes no habia sido descrito. En este estudio nos propusimos determinar el
perfil de miRNAs circulantes en suero de pacientes con Miastenia Gravis y analizar si existia un
perfil especifico en cada subgrupo de pacientes (EoMG, LoMG y MG asociada a timoma) y en

funcién del tratamiento, para valorar su utilidad como biomarcadores.

Sintesis de metodologia, resultados y discusion:

Realizamos un primer estudio en una cohorte inicial que incluia sueros de 15 pacientes
con MG y Ac antiAChR (5 EoMG, 5 LoMG, 5 MG asociada a timoma) y 5 controles sanos
(Tabla 1, Articulo I). Los sueros de pacientes con MG habian sido extraidos antes de
recibir cualquier tipo de tratamiento inmunosupresor o de haberse realizado una timec-
tomia en los pacientes con timoma, y en ninglin caso los pacientes presentaban comorbi-

lidades importantes como cancer u otras enfermedades autoinmunes.

El RNA total del suero se extrajo mediante el mirVana PARIS kit segun el protocolo de
Applied Biosystems. La transcripcion reversa se realiz6 con el kit TagMan MicroRNA Reverse
Transccription de la misma compafiia en combinacién con Megaplex RT human Primers
Pool A (Invitrogen). Cada muestra se pre-amplificé usando el Megaplex PreAmp Primers
pool (Applied Biosystems). Los productos pre-amplificados se cargaron en el Tagman array

microfluidic cards Human MicroRNA Array A v2.0 para el estudio de 381 miRNAs maduros.

59



3 = TRABAJOS PUBLICADOS

60

El perfil global de miRNAs se analizé mediante una PCR cuantitativa con el sistema 7S00HT
Fast Real Time PCR (Applied Biosystems). El andlisis se llevo a cabo mediante el software
SDS 2.4. Los valores de referencia y los umbrales se determinaron para cada miRNA mediante
el RQ Manager 1.2.1 (Applied Biosystems). Para evitar resultados imprecisos se excluyeron
aquellos miRNAs con valores bajos (Ct>34). Para la normalizacién se usé el método delta
Ct al ser el mas ampliamente usado y porgue que no mostro diferencias con el método
geometrico. El calculo del delta Ct se realizé en base a la media de 3 miRNAs (U6 snRNA,
miR-30b y miR-483-5p), al ser éstos estables en las diferentes muestras y presentar unos
buenos niveles de deteccién. El analisis estadistico para determinar si existian diferencias en
los niveles de miRNAs del array se realizdo mediante una técnica especifica para calculos de
microarrays, similar al ANOVA. Los valores P fueron ajustados por el método False Discovery
Rate para multiples comparaciones, y se consider¢ significativo un valor p<0.05. Los datos

crudos del Tagman array se exponen en la Tabla Suplementaria 1.

Finalmente se incluyeron un total de 93 miRNAs en el analisis. En 32 miRNAs se detectd una
diferencia de niveles estadisticamente significativa entre los pacientes con MGy los controles
(Figura 1, Articulo 1). Algunas diferencias se observaron sélo en determinados subgrupos
de pacientes (Tabla Suplementaria 2), de forma que en el subgrupo EoMG el miR518d se
encontraba en niveles mas elevados comparado con los controles, y let7g, miR192, miR24,
miR15b, let7e, miR221, miR652, miR345, miR20b, miR140 y miR331 mostraban niveles
inferiores. En el grupo LoMG se encontraron niveles inferiores en los siguientes miRNAs
comparados con los controles: miR375, miR122, miR185, miR140-3p, miR885-5p, miR486,
miR324-3p y miR16. En el grupo de pacientes con MG asociada a timoma no se encontraron

diferencias significativas al comparar con el grupo control.

Posteriormente realizamos un estudio en una cohorte de validacion que incluia 46 pacientes
con MGy Ac antiAChR (17 EoMG, 22 LoMG, 7 MG asociada a timoma) (Tabla 2, Articulo 1)
y 17 controles sanos, y analizamos especificamente 8 de los miRNAs cuyos niveles diferian

en los diversos grupos. En esta cohorte de validacion se incluyeron pacientes sin tratamiento
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previo (n =23), pacientes en tratamiento con corticoides (n=10), pacientes en tratamiento con
corticoides junto a otros inmunosupresores (n=7) y pacientes en tratamiento con otros inmu-
nosupresores diferentes a los corticoides Unicamente (n=6), y se determino si los pacientes
habian sido timectomizados antes de la extraccion. Los 8 miRNAs analizados se seleccio-
naron en base a su significacion estadistica en el analisis previo y puesto que no se habian
relacionado previamente con la enfermedad. Se eligieron 3 miRNAs del grupo EOMG (miR192,
miR15b, miR20b) y 5 miRNAs del LoMG (miR375, miR122, miR185, miR140-3p, miR885-5p).
Los miRNAs individuales se estudiaron por duplicado mediante el ABI 7900HT. Los valores
relativos fueron calculados segun el método 222% y se normalizaron segun el miR483-5p.
El analisis estadistico se realizé con métodos no paramétricos (Mann-Whitney o Kruskall
Wallis), y se considerd significativo un valor p<0.05. En las Tablas Suplementarias 3 y 4 se

recogen los valores crudos del analisis de miRNAs individuales.

Siete miRNAs mostraron niveles inferiores en los pacientes con MG comparados con los
controles (Figura 2, Articulo 1). Unicamente el miR15b se encontrd en niveles mas bajos en
los tres grupos. Los miR122, miR140-3p, miR185, miR192 y miR20b se encontraron bajos
en el grupo EoMG y el LoMG. El miR885-5p mostré niveles bajos sélo en LoMG. Por tanto,
aunqgue inicialmente se detectaron diferencias en el perfil de miRNAs de cada subgrupo
de pacientes, esto no se confirmd en el analisis posterior. Estos hallazgos sugieren que en
diferentes subtipos de MG puede existir un mecanismo fisiopatolégico comun, a pesar de las

diferencias que existen respecto a la edad de debut, sexo y asociacion con patologia timica.

Aungue los miRNAs circulantes han sido propuestos como biomarcadores en algunos
tipos de cancer %, los pacientes con timoma de nuestro estudio no mostraron un perfil
caracteristico de miRNAs. Una posible explicacion es que no alcanzaron la significacion
estadistica debido al pequefio tamarfio de la muestra. Otra opcién es que los miRNAs
timicos tengan una baja contribucion al pool de miRNAs en sangre y por tanto el suero no
sea una muestra correcta para su estudio, o bien que no se incluyeran los miRNAs deri-

vados del timo en el analisis.
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Respecto al tratamiento, al evaluar los niveles de miRNAs en los pacientes timectomi-
zados (n=17) no se encontraron diferencias significativas respecto a los no timectomizados
(Figura 3, Articulo 1). Asi mismo, tampoco se detectaron diferencias en los niveles de
miRNAs entre los pacientes bajo diferentes regimenes terapéuticos (corticoides solos, corti-
coides con otro inmunosupresor, otro inmunosupresor solo), ni comparados con aquellos
que no recibian tratamiento alguno (Figura 4, Articulo 1). Estos resultados sugieren que

los regimenes terapéuticos usados no actuian sobre la expresion de los miRNAs analizados.

Los niveles bajos de estos miRNAs circulantes pueden ser resultado de una menor liberacion
a la sangre o bien de un mayor captacion por los tejidos diana. Aunque los estudios previos
publicados sobre el perfil de miRNAs de células mononucleares en sangre periférica se
habian focalizado en otros miRNAs diferentes, también detectaron unos niveles mas bajos
en 3 de nuestros miRNAs: miR15b, miR20b, miR185 >*. Por tanto, es posible que parte de
los miRNAs circulantes provengan de las células mononucleares, aunque deben existir otras

células que contribuyan a la liberacion del resto de miRNAs.

La forma en la que estos miRNAs pueden verse implicados en la fisiopatologia de la MG no esta
clara. El miR15b puede inhibir la expresion del oncogen BCL2 (“B-cell lymphoma-2" anti-apop-
tdtico) en diferentes células del organismo , y desempefia un papel importante en el control de
la homeostasis de las células B. En pacientes con MG se ha demostrado que BCL2 se encuentra
sobre-regulado de forma anoémala en los centros germinales timicos donde las células B auto-
reactivas habitualmente experimentan la apoptosis ®, lo que podria derivar en un error en la
seleccion negativa de estas células. El miR20b también puede reducir la expresién de BCL2 /.
El miR-185 tiene como diana la BTK (Bruton Tyrosine Kynase), un efector de sefial del receptor
de células B. En ratones se ha aobservado que si las células B tienen niveles bajos de miR185
producen autoanticuerpos a titulos altos &. Aunque nuestros hallazgos se basan en miRNAs
circulantes, estos tres miRNAs también han sido descritos en niveles bajos en las células mono-
nucleares sanguineas >, por lo que posiblemente influyan en la patogénesis de la MG al regular

la supervivencia de las células B y la produccion de autoanticuerpos.
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El miR122 se encuentra altamente expresado en el higado, y se ha propuesto como biomar-
cador circulante para diferentes patologias hepéaticas °*%. Este miRNA también se expresa
en otros tejidos (cerebro, corazon, rifion, pulmon, ovario, testiculo y timo) que a su vez
pueden contribuir al pool de miR122 circulante '°. Algunos estudios in vitro han demostrado
que miR122 requla el NFATC1 (nuclear factor of activated T cells calcium dependent) y
NCAMLI (neuronal cell adhesion molecule 1) *. Ambas moléculas estan relacionadas con el
sistema inmune y se encuentran implicadas en la proliferacién de células Ty B después del
estimulo antigénico '°, y en la regulacién de las células natural killer y de subpoblaciones

de células T 118,

Conclusiones:

Nuestro estudio describe por primera vez el perfil de miRNAs circulantes en pacientes con
MG, que es comun en diferentes subgrupos de pacientes. Encontramos una alteracién en 7
miRNAs circulantes: miR15b, miR122, miR140-3p, miR185, miR192, miR20b, miR885-5p, que
se encuentran en niveles bajos en los pacientes con MG comparados con los controles. Puesto
que EoMG y LoMG presentan un perfil comun de miRNAs esto sugiere que, al menos en parte,
comparten un mismo mecanismo fisiopatoldgico. No se detectd un perfil caracteristico de

miRNAs en los pacientes con timoma, ni tampoco en funcién del tratamiento recibido.

Por tanto, el estudio de los miRNAs circulantes en pacientes con MG puede aportar nueva
informacién sobre la patogenia de esta enfermedad, aunque son necesarios nuevos estu-
dios para determinar si estos miRNAs son Utiles como biomarcadores clinicos o de respuesta

terapéutica.

Informacion adicional:

Simultaneamente a la publicacion de nuestro trabajo, un grupo de Suecia describio que los
miR150-5p y de miR21-5p se encontraban en niveles mas altos en el suero de pacientes
con MG comparados con controles, y que el miR27a se encontraba en niveles mas bajos °.

Trabajos posteriores del mismo grupo corroboraron que el miR150-5p vy que el miR21-5p
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se encontraban en niveles mas altos en el suero de pacientes con MG no tratados, compa-
rados con controles sanos y con pacientes afectos de otras enfermedades autoinmunes 2°.
Ademas, los niveles de estos miRNAs en pacientes con MG se reducian después de recibir
tratamiento inmunosupresor, aunque los niveles de miRNAs no se correlacionaban con el
estado clinico. Ambos miRNAs tienen un papel regulador sobre las células T2*; el miR150-5p
se encuentra implicado en la maduracion/diferenciacion de células T, el desarrollo de células
NK y probablemente en la alteracion timica de algunos pacientes con MG %22y el miR21
estd implicado en procesos de apoptosis, proliferacion y migracion de células T 2344, El
miR27-3p, implicado en la actividad de células NK, no mostro diferencias significativas en

los estudios posteriores 2.

Estos hallazgos difieren de los resultados presentados en nuestro trabajo, aunque las
causas no se conocen. Posiblemente se deban a diferencias en la muestra, ya que nuestros
pacientes fueron cuidadosamente seleccionados pre-tratamiento y se dividieron en grupos
bien definidos. También es probable que exista una diferencia metodolégica en los métodos
de deteccién y normalizacién de estos miRNAs circulantes, lo que podria dar lugar a esta

divergencia de resultados.
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Abstract

Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disease characterized by the presence of autoantibodies, mainly against the
acetylcholine receptor (AChR). The mechanisms triggering and maintaining this chronic disease are unknown. MiRNAs are
regulatory molecules that play a key role in the immune system and are altered in many autoimmune diseases. The aim of
this study was to evaluate miRNA profiles in serum of 61 AChR MG patients. We studied serum from patients with early
onset MG (n=22), late onset MG (n=27) and thymoma (n=12), to identify alterations in the specific subgroups. In a
discovery cohort, we analysed 381 miRNA arrays from 5 patients from each subgroup, and 5 healthy controls. The 15
patients had not received any treatment. We found 32 miRNAs in different levels in MG and analysed 8 of these in a
validation cohort that included 46 of the MG patients. MiR15b, miR122, miR-140-3p, miR185, miR192, miR20b and miR-885-
5p were in lower levels in MG patients than in controls. Our study suggests that different clinical phenotypes in MG share
common altered mechanisms in circulating miRNAs, with no additional contribution of the thymoma. MG treatment
intervention does not modify the profile of these miRNAs. Novel insights into the pathogenesis of MG can be reached by
the analysis of circulating miRNAs since some of these miRNAs have also been found low in MG peripheral mononuclear
cells, and have targets with important roles in B cell survival and antibody production.
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Introduction antibody titers, which may be high or low independently of the
patient’s clinical status [17]. These findings suggest that the
pathogenic mechanisms involved in each patient subgroup are
different. No biomarkers are available, however, to predict such
heterogeneity.

MiRNAs are small, non-coding regulatory molecules that
modify gene expression by binding to the 3" untranslated region
of their target messenger RNAs [18]. These molecules are key in
several cellular functions, and changes in their expression patterns
have been associated with several diseases [19,20,21,22]. miRNAs
play a diverse role in the immune system, participating in immune
cell development, germinal center response, generation of Ig class-
switched plasma cells, and response to toll-like receptor stimulus
[23]. All of these mechanisms are potentially involved in the
development of AChR antibodies. MiRNA expression profiles
have been previously studied in peripheral blood mononuclear
cells of MG patients [24,25] and let-7c and miR320 have been
found downregulated. Functional studies have shown that these
two miRNAs can contribute to MG induction or progression by
regulating the expression of some cytokines. A recent study has
shown that miR146a is upregulated in patients, and it can be
regulating genes as CD40, CD80, TLR4 and NIkB [26].

Circulating miRNAs have been extensively studied from their

Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disease leading to
fluctuating muscle weakness and fatigability. Patients with MG
have been reported to have autoantibodies to the acetylcholine
receptor (AChR), to MuSK or to LRP4 proteins [1,2,3]. Most MG
patients, however, have circulating antibodies to AChR [4]. These
antibodies are of the IgG subtype and their synthesis requires
interaction between activated T and B cells [5]. Suggested
mechanisms leading to autoantibody production include errors
in antigen presentation or recognition [6,7,8], tolerance against
self-antigens [9], and proliferation/apoptosis regulation of these
immune cells [10,11].

MG patients with AChR antibodies are clinically heterogeneous
[12]. Age at onset varies, and patients can be divided into early
onset MG (EOMG), when symptoms appear before 50 years of
age, or in late onset MG (LOMG), when they appear after 50
years [13]. Thymic involvement is also variable, more than 80% of
EOMG patients have thymic hyperplasia [14] and 10-15% of
MG patients have thymoma [15]. Thymectomy is used as a
therapeutical intervention in EOMG [16] and in patients with
thymoma. Response to treatment is also diverse. Most patients
respond to steroids or other immunesuppressors, but some patients
are refractory to standard therapy [15]. The heterogeneity is not

only clinical and therapeutic. It may also involve the AChR discovery [27,28], as they have been found altered in different

PLOS ONE | www.plosone.org 1 March 2014 | Volume 9 | Issue 3 | e91927

67



3 = TRABAJOS PUBLICADOS

68

pathological conditions [28,29,30,31]. In circulation, they are in
microvesicles released by cells [32,33,34] or in association with
proteins complexes [35,36]. and their presence in the blood has
been attributed to release by tissue injury [37] or shedding of cell
plasma membrane to the circulation [38]. Their origin is diverse
and they can be released by blood cells [39,40], organs of the body
[37,41,42,43,44] and tumors [45,46,47]. Their function seems to
be related with intercellular or iterorgan communication [38],
because microvesicles containing them can reach their target host
and accomplish their function [39,48,49]. Due to miRNA stability
in fresh or criopreserved samples [27,50] and their easy obtention
from blood, they can be easily studied, monitored and used as
biomarkers for diagnosis [51,52], prognosis [52,53], or treatment
[54,55]. However, serum miRNAs have not been studied in MG.

We studied miRNAs in serum from patients with AchR MG,
analyzing three subgroups: patients with EOMG, LOMG, and
thymoma. We identified 7 miRNAs with low levels in MG patients
when compared with healthy controls. These miRNAs low levels
were not modified by MG subgroup, steroid treatment or
thymectomy.

Materials and Methods

Ethics Statement

The study was approved by the Institutional Ethics Committee
at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau and performed in
accordance with the Declaration of Helsinki for Human Research.
All participants gave written informed consent for inclusion.

Patient information

All patients with MG and AChR antibodies included in this
study were followed in our neurology unit. Healthy subjects were
used as controls.

Fifteen MG patients were selected for a discovery cohort: 5 early
onset myasthenia gravis (EOMG), 5 late onset myasthenia gravis
(LOMG) and 5 thymoma patients. We excluded patients with
other severe concomitant diseases. Serum from all patients was
collected before any immunotherapy was started and before
thymectomy in the case of patients with thymoma. Five healthy
subjects were used as controls. Epidemiological data are provided
in Table 1.

A validation cohort with 46 additional MG patients was used to
analyze miRNAs that showed different levels between MG
patients and controls. MG patients included 17 EOMG, 22
LOMG and 7 thymoma patients (Table 2). For this second
miRNA analysis, we included patients without treatment (n = 23),
patients with steroid treatment (n = 10), patients with steroid plus
other immunosuppressor treatment (n = 7), and patients with other
immunosuppressor treatment only (n=6). We recorded whether
or not patients were thymectomyzed at the moment of sera
collection. Seventeen healthy controls were also analysed.

Sample collection

Serum samples were collected in BD Vacutainer SST tubes
(BD, New Jersey, NJ, EEUU). Tubes were inverted 5 times to mix
silicone and micronized silica particles that accelerate clotting
formation. Tubes were kept in vertical position for 30 minutes to
allow clot formation and centrifuged at 1300 g for 10 minutes. A
clear separation between serum specimens and clot was formed
and serum fractions were aliquoted and stored at —80°C until
used.
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Table 1. Subjects analyzed in the discovery cohort.

Early onset (EOMG) Age at onset Sex

33 M
41 M
34 F
36 F
31 F
Average 35
Late onset (LOMG) Age at onset Sex
78 M
81 M
83 M
83 F
79 F
Average 81
Thymoma Age at onset Sex
50 M
71 F
67 F
59 F
49 M
Average 59
Healthy subjects Age Sex
60 F
35 F
70 F
80 M
40 M
Average 57

M=male; F= female.
doi:10.1371/journal.pone.0091927.t001

miRNA profiling

Total RNA was extracted using the mirVana PARIS kit
according to the manufacturer’s protocol (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Reverse transcription was performed using
the TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) in combination with the
Megaplex RT human Primers Pool A (Invitrogen, Carslab, CA,
USA). For each sample, the Megaplex reverse transcription
product A was preamplified using the Megaplex PreAmp Primers
pool (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The preampli-
fication product was loaded onto the Tagman array microfluidic
cards Human MicroRNA Array A panel v2.0, for the study of 381
mature miRNAs. Global miRNA profiling was performed by real-
time quantitative PCR on the 7900HT Fast Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Individual assays were also studied:
miR15b, miR20b, miR122, miR-140-3p, miR-185, miR-192,
miR-375, miR-483-5p and miR885-5P. The assays were per-
formed in duplicate on the ABI 7900HT (Applied Biosystems, CA,
USA) and the relative levels were calculated using the 9 AACy
method.
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Table 2. MG patients studied in the validation cohort.
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Early onset MG Age at onset Sex Treatment Thymectomy
22 F No Yes
42 7 No No
28 F No No
20 F No No
1 F ol Yes
16 F No Yes
13 F No No
48 F Cort Yes
28 F Cort No
23 F Cort Yes
16 F ol Yes
40 M Cort No
12 F Cort + Ol No
21 F No Yes
25 F Cort Yes
29 F Cort Yes
34 F No Yes

Average 25

Late onset MG Age at onset Sex Treatment Thymectomy
77 F No No
77 M No No
80 F No No
80 M No No
78 M No No
69 M No No
65 m No No
65 M ol Yes
59 m Cort + OI No
64 M ol No
78 F No No
73 M ol No
63 M No No
60 M No No
81 F No No
75 M No No
59 M Cort No
69 M ol No
53 M Cort + Ol No
55 M Cort + Ol No
74 F Cort No
53 M No No

Average 69

Thymoma MG Age at onset Sex Treatment Thymectomy
33 F Cort + Ol Yes
46 M Cort Yes
BS) M Cort + Ol Yes
44 M No Yes
54 M Cort Yes
14 F Cort + Ol Yes

TRABAJOS PUBLICADOS = 3
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62 F No No
Average 41

M=male; F=female; No = No treatment/No thymectomy; Cort =
corticosteroids; Other immunosuppressors= Ol; Yes = Thymectomy.
doi:10.1371/journal.pone.0091927.t002

Data analysis

Data analysis was obtained using SDS 2.4 software (Applied
Biosystems). The baselines and thresholds were individually set up
for each miRNA wusing the RQ Manager 1.2.1 (Applied
Biosystems). To avoid inaccurate results, low-detected miRNAs
(Ct>34) were excluded from downstream analyses. Different types
of quality checks were done for Tagman array following the
methods developed by Heidi Dvinge (http://bioconductor.org/
packages/2.12/bioc/html/HTqPCR html). For the normalization
we explored the possibility of using delta Ct method that is the
most widely used [56], and geometric mean method because it is
beneficial for miRNA studies [57]. After performing a Q-Q plot, a
boxplots figure, a density plot and a PCA plot for each method, we
observed that no significant differences were appreciated. Thus,
we decided to use the delta Ct approach because it is the most used
normalizing method. In order to normalize raw Ct values, we
computed the delta Ct values based on the mean of U6 snRNA,
miR-30b and miR-483-5p [58]. These three small RNAs showed
stability across the samples and a good detection levels (Ct<27),
two of the principal conditions for an appropriate endogenous
control. MiRNAs were removed from the analysis when they
showed more than 3 samples with “undetermined” or Ct values
>34, or when the standard deviation was below the 20 percentile
of all standard deviations. For the Tagman arrays, the analysis of
differentially miRNAs levels was based on a technique similar to
ANOVA specifically developed for microarray data analysis by
Smith et al. [59] that can also be applied to qPCR data. P-values
were adjusted for multiple comparisons following the false
discovery rate correction [60]. The selection criteria followed for
considering that microRNA levels were different between disease
and control sera was p adjusted value <0.05. Namely, all the
miRNAs whose p values were <0.05 after multiple comparison
correction by False Discovery Rate. In the case of individual assays
for miRNA analysis, the data was normalized only by miR483-5p.
Raw data of the Tagman arrays and the qPCR studies is provided
(Table S1). Mann-Whitney or Kruskall Wallis tests were used to
determine significant differences in miRNA individual analysis
(GraphPad Prism v5.0). In this case, the selection criteria followed
for considering that miRNA levels were different was p value
<0.05.

Results

Differential levels of miRNAs in the discovery cohort

After quality checks and filtering, 93 miRNAs were included in
the analysis. Statistical analysis showed that 32 miRNAs showed
different levels (p<<0.05) between MG patients and healthy
controls. Figure 1 shows heatmap with unsupervised clustering
of delta Ct values of these 32 miRNAs.

When we compared the different subgroups of MG (EOMG,
LOMG or thymoma) with healthy controls, some miRNAs were in
different levels only in specific MG subgroups (Table S2). All these
miRNAs presented a fold change >2. In the EOMG subgroup,
miR518d was in high levels and let7g, miR-192, miR24, miR15b,
let7e, miR221, miR652, miR-345, miR20b, miR-140 and miR331
were in low levels. We observed low levels of miRNAs specific for

the LOMG subgroup: miR375, miR122, miR185, miR140-3p,
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Figure 1. Unsupervised HeatMap showing deltaCt values of the miRNA in differential levels between MG patients and controls in
the discovery cohort. Delta Ct value is the difference between Ct value of the target miRNA minus Ct value of the reference small RNAs. The scale
at top indicates high delta Ct values (in red shades) and low delta Ct values (in green shades). All miRNAs with a p adjusted value <0.05 are shown.
Early onset MG (green), late onset MG (red), thymoma MG (blue) and healthy controls (purple).

doi:10.1371/journal.pone.0091927.g001

miR-885-5p, miR486, miR324-3p and miR16. The subgroup of
thymoma showed no differences in miRNAs when compared with
healthy controls.

Analysis of the selected miRNAs in the validation cohort

Several miRNAs were selected for further analysis based on
their statistical significance in the analysis, and because they had
not been previously related to MG. For confirmation purposes we
chose 3 miRNAs from the EOMG subgroup: miR15b, miR20b,
miR-192; and 5 miRNAs from the LOMG subgroup: miR122,

PLOS ONE | www.plosone.org

miR-140-3p, miR-185, miR-375, and miR885-5P. These miRNAs
were analyzed in the validation cohort. Seven miRNAs show lower
levels in MG patients than in controls (Figure 2).

When considering MG subgroups (Figures 2), only miR15b was
found low in the three groups: EOMG, LOMG and thymoma.
For most miRNAs studied (miR122, miR140-3p, miR-185, miR-
192 and miR20b), only EOMG and LOMG showed differences
compared to controls. Levels in the thymoma group did not reach
statistical significance, but the overall trend of the data recapit-
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Figure 2. miR15b, miR122, miR140-3p, miR185, miR192, miR20b and miR885-5p show low levels in sera of MG patients. No
differences were found for miR375. Graphs show relative quantification of the miRNAs in the 3 MG subtypes; EOMG = early onset MG; late onset MG;

thymoma = thymoma MG; CTRL = healthy controls; *P<<0.05; **P<0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0091927.9g002

ulated the results of the other MG subgroups. Low levels of
miR885-5p were only found in the LOMG.

Thymectomy and treatment effect in the differential
levels of miRNAs

Thymectomy is standard treatment for patients with thymoma
but it is also used as treatment in EOMG patients without
thymoma [12]. Seventeen patients in our validation cohort had
previously been  thymectomised. We  evaluated the effect of
thymectomy in miRNA levels and observed no differences
between patients with or without thymectomy (Figure 3). Twen-
ty-three patients in our validation cohort were also receiving
chronic immunosuppressive treatment. We classified patients as
untreated, treated with steroids, treated with other immunosup-
pressive agents, or treated with steroids and other immunosup-
pressive agents. We observe no differences in miRNA levels
between treated and untreated patients regardless of the treatment
(Figure 4).

Discussion

Our study describes the presence of a miRNA profile that is
common to all MG subgroups. We based our clinical phenotype
classification in three main groups: EOMG, LOMG and
thymoma. Fifteen patients were evaluated in a first attempt to
identify specific miRNAs between the different subgroups and
miR15b, miR122, miR-140-3p, miR185, miR192, miR20b, miR-
885-5p and miR-385 were selected for a second analysis in a
validation cohort of 46 patients. Although differences appeared in
our initial analysis, when studying the additional cohort, we did
not find significant differences. One of the studied miRNAs,
miR15b, was in low levels in all three subtypes of MG. EOMG
and LOMG subtypes shared deregulation of other 6 miRNAs.
The miRNA in thymoma patients was similar to that in the other
two subtypes, but it probably did not reach statistical significance
due to the small number of patients in this group. Our study shows
an alteration of the circulating levels of at least 7 miRNAs -
miR15b, miR122, miR-140-3p, miR185, miR192, miR20b and
miR-885-5p - found at low levels in MG patients.

In our attempt to identify specific miRNA profiles for each MG
subtype we did not find differences among subtypes. EOMG and
LOMG classificate two groups of MG patients based on the age of
onset, however, they differ in many other characteristics [61]. In
the case of EOMG patients there is intrathymic lymphoid follicles
and germinal centers [62], there are more women affected than
men [63], and some patients also develop other autoimmune
diseases [64]. In the case of LOMG, thymic abnormalities are
rarely found [65], patients are predominantly male, antibodies
against other proteins in the neuromuscular junction can also be
found [63], and there is an increase of incidence in the last years of
these patients [66]. These differences on clinical presentation are
also in line with some findings that support differences in their
underlying immune-mechanism [67,68]. Despite the MG diver-
sity, some authors suggest that MG is a single condition
constituting a continuous clinical spectrum with overlapping
features [65,69]. In line with these last findings, our study shows
that these two groups share alterations in their circulating miRNA
profile.

PLOS ONE | www.plosone.org

Circulating miRNAs can be used as biomarker for diagnosis of
different types of cancer [28,47]. In the case of the thymoma
subtype, we expected to find some effect in miRNA levels due to
the neoplastic process, but no differences were found when
compared with healthy controls. Serum might not be a good
sample to characterize thymus-derived miRNAs, either because its
contribution to blood miRNAs was minor or because thymus-
derived miRNAs were not included in our analysis.

The seven miRNAs with lower levels were not modified by
thymectomy or MG treatment. Some studies have reported that
steroids can modify the miRNA profile [70,71]. To avoid
treatment bias, the initial miRNA analysis was done in untreated
patients. In the validation cohort, we analyzed the effect of several
treatments. MiRNA levels in MG patients remained low,
regardless of the treatment. Interestingly, most of the patients
belonged to the untreated or steroid treated group, and steroids
did not modify the levels of the studied miRNAs. These results
may indicate that common clinical interventions do not target the
release of these circulating miRNAs in MG patients.

MiRNAs presence in circulation has been explained as a way of
intercellular communication [47,72]. The finding of a subset of
miRNAs with low abundance in circulation in serum MG can
indicate different things: lower release of these miRNA to
circulation or a higher uptake of these miRNAs by their targets.
Little is known about how this miRNAs reach and act in their
targets, but more studies address miRNAs cell release [38,39].
Blood cells are one of the contributors to the circulating miRNAs
[31,73]. Previous analysis in MG patients in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) have defined profiles of differentially
expressed miRNAs compared to healthy population [24,25].
Although their studies focused on other miRNAs, three of the
miRNAs found in low levels in circulation in our MG patients -
miR15b, miR20b and miR185 - were also found in low levels in
PMBCs of MG patients in both analysis. Although a better
approach would be to analyze PBMCs and serum from the same
patients, these findings suggest that some of the miRNAs that we
have found in low levels in circulation proceed from PBMCs.
However, other cells should be contributing to the altered
circulating profile of MG, because miR122, miR140-3p,
miR192 and miR885-5p were not differentially expressed in
PBMCs.

MiRNA-15b and miR20b are two of the miRNAs found at
lower levels in MG patients. The genomic region that codes
miR15b is commonly affected in more than 50% of the patients
with chronic lymphocytic leukemia [74]. This miRNA functions as
a tumor suppressor by inhibiting the expression of B-cell
lymphoma-2 (BCL2) [75], and plays an important role in
controlling B cell homeostasis. BCL2 also has regulatory domains
for the inhibition of miR-20b [76]. BCL2 has been found to play
some role in MG pathology, being up-regulated in germinal
centers where autoreactive B cells normally undergo apoptosis
[77]. Other of the lower circulating miRNAs found in our MG
patients is miR-185. This miR is highly expressed in blood cells
and targets Bruton Tyrosine Kynase (BTK), an effector of the B
cell receptor signaling [78]. When B cells have low levels of
miR 185, cells produce high titers of autoreactive antibodies and
lead to autoimmune features in mice. Although our findings are in
extracellular miRNAs; this three miRNAs have also been found in
lower levels in MG PBMCs [24,25], where they can have a role in
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Figure 4. Effect of immunosuppressors treatment on miRNAs levels in the validation cohort. NO = non-treated; Cort = patient treated
with steroids; Cort + Ol = patient treated with steroids + other immunosuppressor agent; Ol = patient treated with immunosuppressor agents other

than steroids.
doi:10.1371/journal.pone.0091927.9g004

MG pathogenesis by regulating key pathways in B cell survival and
autoantibody production.

MiR-122 is highly expressed in liver [76] and has an important
positive role in the regulation of hepatitis C virus replication [79].
Many studies propose miR-122 as a valuable circulating
biomarker for diagnosis and prognosis of different liver discases
[80,81,82,83]. Although liver must be the main contributor to
serum miR-122, other tissues expressing this miRNA (brain, heart,
kidney, lung, ovary, testis and thymus) can also be participating
[37]. In addition, in in vitro reporter assays [84], miR-122 regulates
the nuclear factor of activated T cells calcium dependent
(NFATC1) and neuronal cell adhesion molecule 1 (NCAMI).
Both are molecules related with the immune system playing roles
in proliferation of T and B cells after antigen stimulation [85], and
regulation of natural killer cells and subpopulations of T cells
[86,87]. Further studies are needed to understand the role of
circulating miR-122 in MG.

Conclusions

In summary, we identified a set of 7 miRNAs that had lower
levels in serum of MG patients. Our findings support that (1)
EOMG and LOMG share a miRNA profile and therefore share
common altered mechanisms; (2) the neoplastic process of a
thymoma does not contribute to changes in the sera levels of the
studied miRNAs; (3) MG treatment intervention does not modify
this set of miRNAs; and (4) the analysis or circulating miRNAs
might provide insights into the pathogenesis of MG since some of
these miRNAs have also been found lower in peripheral
mononuclear cells, and have targets with important roles in B
cell survival and antibody production. Further studies in larger
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Tabla Suplementaria 1: Tagman array microfluidic cards Human MicroRNA Array A panel v2.0
A= early onset MG; B = late onset MG; C= thymoma MG; E=healthy control

hsa-let-7a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3747|3267| 40 |3926| 40
hsa-let-7c 2936|2982 (3115|3233 | 40 |3224|3096|3097|3185| 40 |30.23|33.19|30.12|2981|32.75|27.43|2797|2794|27.27 | 2636
hsa-let-7d 2725|3101 |3067 |31.94|31.25|2949|2897 |31.21|2874|2946 | 2683|3383 | 2829|3002 |27.09|2491 | 247 |27.14|2563|25.19
hsa-let-7e 26.16|2818|2828 2877|3061 | 2835 |27.77 | 2646 | 26.1 |27.27 | 2462|2925 | 2446|2778 |2466| 23.1 | 2197 |2348|23.06 [ 2299
hsa-let-7f 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3315| 40 | 40 (3083
hsa-let-7g 2803|3275|3221|3635| 40 [2968)|2862|31.21|3749|3159 2579|3441 |2763|31.34|27.86|2386|23.09|2662 (2573 | 236
hsa-miR-1 3143|3381|3214| 40 | 40 | 40 [3173| 40 [3256| 40 |3667 3515|3664 |37.06|36.13 (2964|3004 |3947|2911|3082
hsa-miR-9 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3519| 40 | 40 | 40
hsa-miR-10a  |2939| 40 [3053| 40 | 40 [3105|3229| 40 |3093| 40 |31.33|3254 (2899|3051 |29.16|27.39|29.08 | 304 |2895 |2933
hsa-miR-10b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
UG snRNA 2301 | 204 |2001 | 237 (2297|2607 |2497 |22.22 (2019|2393 | 1959 | 234 |2262 2271|2096 (2166|2012 |1942 (1872|1792
U6 snRNA 2296|2036 (2002|2325 (2272|2564 | 25 |2184|2023 (2445|1896 |23.07|2287 |22.12|2098|2121|1998| 19 [1847|1807
hsa-miR-15a 40 |3625| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3843|3753| 40 | 40 | 387 |3008|30.19|3299|3842|31.19
hsa-miR-15b 2673 |31.13|29.26 | 3452 | 36.15 |30.33 |27.51 | 29.26 | 3462 | 3346 | 25.24 | 2964 | 2942 |31.37 [2811 2219|2228 | 253 |2482 |24.16
hsa-miR-16 2292 | 22.1 |1996 2121|2338 |2528 |2398 |22.38 | 2082 | 2381 |20.74 | 24.17 | 2288 | 1984 | 2023|1824 | 1819|1799 | 16.28 | 1635
hsa-miR-17 2225|222 | 212 2426|2357 (2508 |23.03 (2221 | 22.36 | 2458 | 2089 | 24.33 [2292 |22.28 (21.09 | 1897 | 1882 (1942 |17.72 (1767
hsa-miR-18a 40 | 40 |3847| 40 | 40 |3883| 40 | 40 | 40 |3143|3399| 40 |3722| 40 |34.13|27.26|27.04|31.96 |2822|2752
hsa-miR-18b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3903| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-19a 2578 | 2543|2393 |27.01|2732|2861 | 2634|2567 | 2519| 283 |2414|2733| 266 (2531|2416|2196|21.57|22.29|20.75|2097
hsa-miR-19b | 2255|22.17| 2031|2308 (23,67 | 2518|2343 (2224|2177 | 2476|2072 (2397|2291 | 22.14 | 2097 | 1836 | 1834|1858 |17.32|17.72
hsa-miR-20a 219 [22.74|21.16|2623 2528|2496 | 235 [2279(2338| 27 |2148| 237 |22598|2248|2184|1908|1883|1919|1824|1818
hsa-miR-20b 263 | 27.2 | 2494|2748 (2935|2867 | 2826 | 2679|2682 | 30.06 | 2547 | 30.19 | 2667 | 2639 [ 2532 | 23.21 | 2286|2319 | 2147 | 21.36
hsa-miR-21 232725752507 2837 | 2842|2696 | 2691 | 2529|2622 | 3056 | 236 (2471|2547 |2557 |2417|21.13|2195|2268|2255|22.79
hsa-miR-22 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-23a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3646|3793| 40 |3594|3476
hsa-miR-23b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-24 2275|2246|21.26|2567 | 2382|2561 | 2309|2213 |2193 2626|2126 | 2436|2404 | 2321 |2148|1846|1842| 192 |1768|1784
hsa-miR-25 25.85|26.2625.14 | 29.29 | 2881 | 2944 | 2625 | 26.85 | 2645 | 2941 | 2427 | 2682 | 266 |2546 2544 |21.74|21.58 | 2227 |21.96 | 2181
hsa-miR-26a  [23.51 |25.18 2449 | 2905 | 2687 | 26,56 |24.75 | 2554 | 25555 | 27.55 | 22.54 | 25.25 | 2488 | 2602 [ 2332|2062 | 2014 | 22.71 | 22.02 | 208
hsa-miR-26b | 2443|2486 | 2451 | 2881 | 2924 [ 2695 | 2475 | 2464|2704 | 2853 | 23 |25.19 (2504|2602 |2495|21.39|20.78 | 2268|2243 | 21.02
hsa-miR-27a 25822727 | 263 |3054 |2869 (2911|2816 |2752 (2798 | 40 |2498| 27 |2851|2756 (2675|2254 (2274|2424 (2422|2422
hsa-miR-27b 2648 287 |32.15| 40 | 40 |2883 2958|2987 |3015| 40 |26.08|27.86 (2935|2821 [2862|2391 |24.18 |2593 [25.24 |2598
hsa-miR-28-3p 3024 | 281 |2749 |3404|29.78 |3249 |32.29 2902|2809 |30.53 | 2851 |31.44 |2839 | 287 |27.54|2668 |26.12 |2661 | 2479 |24.36
hsa-miR-28 2747|3076 |2842 | 40 |3003|3268 2942|2887 |3247 | 40 |2678|2923|2958 |33.07 |27.34|2492 |24.19|2653 |26.19|2513
UG snRNA 232412044 (2024 | 236 | 228 |2569 (2444 |21.74|20.11 |2407 | 194 |23.18 |2267 |2207 | 209 |21.33 2002|1925 |1855|1798
U6 snRNA 2337|2039 [20.13 | 23.48 | 22.88 |2565 | 245 |21.76 |1986 [2422 1958 |22.77 2265|2232 |21.11| 216 | 20 [1932|1854|17.89
hsa-miR-29a  [2874 3247|3024 [2832 | 291 |30.11 | 346 |3285 (2834 | 309 |3006 |31.54 |3638 |30.56 |27.84 |25.77 | 2592 | 2741 |2548 | 2389
hsa-miR-29b  [3312| 40 | 40 | 40 | 40 [3523|3438| 40 | 40 | 40 |3319| 40 |3146| 40 | 40 | 32 |3665|3986|34.82|3068
hsa-miR-29c (3141 |31.28|3021|3404|3573| 347 |31.98|32.28|33.06|34.98 | 3043|3288 |33.08|31.23|3056|2593|2603|2815|26.25|27.18
hsa-miR-30b | 2341|25.05|24.09| 267 | 26.1 | 2641|2407 |2389|2459|2593|22.25|25.14 | 2435 | 249 |2297|2079|2059|2216|2169|21.15
hsa-miR-30c  [23.22|2453|2362 (2731|2518 |26.17 |2364|2342|2419| 268 | 217 |2492 | 243 |2465|2225|2033|1992|21.78|21.23|20.15
hsa-miR-31 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3524|3305(3911| 40 | 40
hsa-miR-32 40 | 40 |3693|3246|3419| 40 [3331|3251| 40 | 40 | 40 | 40 |3174| 40 | 40 | 273 |3038|3043| 31 |3466
hsa-miR-33b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-34a | 2738|2544 2502 | 269 |2785| 40 |2799|2579|2685|29.11|2649|2801 [26.19|2769 (2572|2407 | 2517 | 2514|2523 | 2627
hsa-miR-34c 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3979|3699| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3958|3688| 40 | 40 | 40
hsa-miR-92a  [21.33|2237|20.18 (2318|2571 2544 | 23 |2278|2279|2499|2038| 226 |2249|21.58 [2258|1943|1972|1978|1929| 196
mmu-miR-93 | 2649 | 265 (2525|2794 3242|2852 |27.79 | 2658 | 2693 | 3094 | 2472 | 302 |2671|26.19 (2587|2222 2207|2209 |21.18 |21.29
hsa-miR-95 3049|3149 (3386| 40 | 40 |3545|3298|3545| 40 | 40 |3131|3266|3256| 40 |3366|3006|2959|3084 (2907|2817
mmu-miR-96 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-98 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3295(3992| 40 | 40 | 40
hsa-miR-99a |3184 (3888|3142 | 40 | 40 (3424| 40 | 40 | 40 | 40 |3502|2789 (3329|3198 | 40 | 281 |32.19|31.23|30.77 |3342
hsa-miR-99b (2812 295 |2824| 40 |3391 | 343 |2949 | 318 |3049| 40 |27.02|3244 (3062|3181 |2843| 255 |2543|27.83 |2622 |2637
hsa-miR-100  |31.92|3197 [3005| 40 | 40 |3346(3577| 40 | 40 | 40 | 349 (2577|3283 |3328| 40 |2742|2989|3261 |2958 |2887
hsa-miR-101 (2766 | 293 |2645| 40 | 40 |3089 (2807|326 (2963 | 40 |2645 2896|297 (2873|2832 |2545| 26 |2742|2631|2568
hsa-miR-103 (3033 | 40 |3651| 40 | 40 |37.04|3091 |33.05|37.17|33.16 (2952 | 40 |3464| 40 |3321| 254 |2455 |2867 (2808 |26.19
hsa-miR-105 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-106a [2258|2227| 21.1 |2411|2397|2532|2311| 22 | 219 | 251 |2097|2425|2258|22.16|2098|1895|1876|1951 1763|1762
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RNU44 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3575| 40 | 40 |3659
hsa-miR-106b | 249 | 27 |2557|27.96|2907 |2764|2581|2671| 265 |2893|2371|2592|2657 |2653|2556|2227 (2173 | 239 |2322|2244
hsa-miR-107 [3459| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3689| 40 | 40 | 40 | 362 | 40 |3935| 40 | 40 |3133|3158| 40 (3594|3244
hsa-miR-122 | 2555|2511 |2835|2984|2681 [3306| 40 (2837|293 | 40 |2564|27.27 (2517|2762 |2541|2055|2272|2419|1911 |24.15
mmu-miR-124a |3978| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3743| 40 | 40 | 40

hsa-miR-125a-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3381| 40 | 40 | 40 |3137|3305
hsa-miR-125a-5p |3069 |31.37 2949 |3155|2991 | 40 |3162|33.22|29.19| 29.7 |2849|36.06 |37.48|32.76 | 2905 | 27.66 | 26.11 | 2949 | 2574 | 2534
hsa-miR-125b  |2946 3093 |3309| 40 | 40 |33.17(33.11|3028|3154| 40 |2902|3028| 311 |30.14| 40 |2562| 264 |2942 (2592|2748
hsa-miR-126  |21.67 |21.03 | 2008 |22.35|22.04 | 2422 | 22.39|21.03 | 2045 | 2294 | 2032 [22.39 | 2181 | 2053 | 1935|1836 | 1851 | 1936 | 1761 |17.36
hsa-miR-127  |3383|2792| 309 | 40 | 40 [3096|3165|33.08|3197| 40 |2822(2938| 379 |36.13|30.33|2491|24.19|27.73 | 2665 | 2617
hsa-miR-127-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-128a | 319 | 317 |3634| 40 | 40 |35.11|3959|3458|3803| 40 [3192|3897|3126| 40 |3051 |2965|29.12 |3047 | 304 |3137
mmu-miR-129-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-129 40 | 40 | 40 | 40 [ 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-130a |27.06 [2982 |2852 | 314 | 333 |3036|29.36|2884 [2995| 40 |2602 (2961|2783 |2861| 293 (2322|2359 |2493 |2369 |2545
hsa-miR-130b | 2885 |31.78 |33.13 |36.08 |3981 |3812 [32.02 |32.03 |31.56 | 40 [2825|31.73|29.18 | 285 |2896 |24.05 |2463 |27.36 |2502 |2565
hsa-miR-132  |3363| 40 [3573| 40 | 40 | 40 | 40 |3688|3767| 40 |3296 (3678 | 40 | 40 |35.26 |2587 2832|3082 |2856 |30.04
hsa-miR-133a | 337 | 40 |3206 3428|3559 | 40 |3247 (3289|2742 |31.54|33.45|3098 [33.19|32.13 3067 | 2651 |2665 |2871 | 2431 [2604
hsa-miR-133b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 345 |3746| 357 |3157|3552
mmu-miR-134 40 |3434| 348 |3459| 40 | 40 | 40 |3771|3148| 40 |3873| 40 [3527| 40 |3282|3183|3123| 306 |27.26| 275
hsa-miR-135a [3346| 40 |2999|3886| 40 | 40 | 40 [3508| 40 | 40 |31.12| 40 | 40 |37.56|3744|2816|2949|3564| 40 |3357
hsa-miR-135b 40 | 40 (3487|3034| 40 |3377|3597| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3285|3667|3363|3532| 40 | 328 |3965
hsa-miR-136 | 33.05|3361 |31.08 3491|3067 | 40 | 40 |34.77|31.76|3648|3933|3973|3437|3537|31.81|37.29|3895 |3657|3398|32.13
mmu-miR-137 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3105| 40 | 40 | 40
hsa-miR-138 40 | 40 | 40 (3124| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [2991| 40 | 40 |3076| 40 |2986|2991|31.23| 298 |3542
hsa-miR-139-3p | 40 |3154|2949| 40 |3374| 40 | 40 | 40 [2932| 40 | 40 | 40 |37.25(3526|35.08 (2932|3068 | 289 | 259 |27.84
hsa-miR-139-5p | 265 |2483|24.12|27.19|2636|2984| 29 |2543|2563|2837| 25 |2696|2622|2516|2391|2284(2298|2322| 221 |2209
hsa-miR-140-3p (3394 |33.11|2962|31.78|3368| 40 |37.06|3593| 315 |3551|3191| 40 |3486|3014|2904|2736|2749| 278 | 248 |2434
mmu-miR-140 [2829 (2979|2847 |3099 |2896 |31.16| 314 |2875 (2812|3095 |2923 | 325 | 298 (2876|2658 |24.59|2402 | 2439 |23.17 | 23.06
hsa-miR-141 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |2798(3227| 40 | 40 | 40
hsa-miR-142-3p |22.25|2453 |25.12 |2638 2759|2518 |2347 |2428 | 241 |2502 |21.74 |2364 |23.19|2464| 23 |1977|1959|21.35|2166 |2136
hsa-miR-142-5p |2958 3276 |31.06| 40 |3218|31.37 |3056|33.71| 316 |3341| 299 |3198|31.29| 323 |2911 (2678|2663 | 28 |27.33|27.02
hsa-miR-143 40 |3395|3141| 40 |3824|3486| 40 | 40 | 35S | 40 |3323|3241|34.14|3493|3307 |26.27 | 269 |27.34 (2748 |27.12
hsa-miR-145  |2953 | 2873 |2825 |33.07 | 3507 |29.29 | 2865 | 29.37 | 31.26 | 3087 |27.05 [31.17 |2904 |31.76 | 293 |2456 |2363 | 2672|2722 |2526
hsa-miR-146a  |22.96 |2342 | 21.5 |23.93 |2259 |26.77 | 2605 |22.05 [21.88 |25.19 | 22.79 | 2685 |24.15 |2361 | 2084 | 1985 | 2087 |2061 |17.98 | 1869
hsa-miR-146b-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3722|3336| 40 | 40 | 40
hsa-miR-146b  |27.55 2689 [2609 |27.25 |27.53 (2985 | 287 | 266 |26.07 |2813 |2589|2937 [2683 |2692 (2501 | 2361 | 235 | 246 |22.75 |2246
hsa-miR-147b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-148a 2578|2698 |26.34|28.14|34.08| 297 |27.76|27.02|2647| 40 | 25 |2855|3049|27.88|2657|2334|23.71|2343|2316|2588
hsa-miR-148b (2903 | 31 |3012|34.17| 40 |3284|3038|3059|32.29|34.36|27.85|32.74|3143|36.25|31.18|26.18|2692 |27.77 | 2757 | 2978
hsa-miR-149 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-150 [22.55|21.73|2086|23.08 2237 | 267 |2494| 226 |21.15|2428|2194| 228 |2162|21.21|2002|2021|1956|2031 1965|1812
hsa-miR-152  [2676|27.26|2701| 30 |2906|3035|2997|2653|2939| 40 |2623|2781|27.56|2826|27.06|23.75|2461 | 2602|2449 | 262
mmu-miR-153 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-154 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-181a  |2856 3042|3032 3341 |32.72|3285| 313 |31.82|3034|3147|2929|31.06 | 305 |3266|3148| 267 |2633| 292 |2847 |2675
hsa-miR-181c 3287|3659 |35.16 3869|3884 | 40 | 40 | 40 [3672|3883| 40 |3932|3795| 40 | 40 |3167|3228|3365|3259|31.12
hsa-miR-182 [3372| 40 |3521| 40 | 40 | 40 |3591|3481| 40 |3398|3533|37.79| 40 | 40 |3093| 36.1 | 346 |35.24 | 326 |32.02
RNU48-001006 | 40 | 40 |2823| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3354|2949|3454| 40 |3306| 40 | 40 | 305 |2511|27.85|2979| 289
hsa-miR-183 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-184  [3861 |3341 (2854|3242 | 354 | 40 |3641|3175|3023|3847 |3466 |37.86 |3433 |3083 |35.54 |34.56 | 2893 |32.54 |31.88 | 35.15
hsa-miR-185 [2845 (2836|2562 | 288 |3263 | 40 |3295|3561 3124|3133 (2762 |31.14|2882 | 29 |2849 (2618|2526 |2674 2431|2493
hsa-miR-186  |2591 | 226 (2198 | 253 |2537 |26:86 2453|2388 (2337 | 2677 |23.38 |24.87 |2538 | 2438 | 22.95 |21.89 | 2145 | 222 {2021 |2062
mmu-miR-187 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-188-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-190  |3208| 40 | 40 | 40 | 40 |3791| 40 | 40 | 40 | 40 |342 |3791| 40 | 40 [3354|3552| 37 |3549|3353|31.28
hsa-miR-191  |2283| 226 (2126 | 24 |2206|2509|2271| 219 |21.14|2356|21.07|2445|2259|2284| 208 | 194 |1899|2012| 183 |17.39
hsa-miR-192  [2934|3695|31.28| 40 |2858| 358 |33.07|31.95|29.78(2932|3052|31.97 |30.06 | 2852 | 2843 | 2509|2635 | 2701 | 21.95 | 2353
hsa-miR-193a-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 341 | 40 | 40 | 40 | 40 |3466| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3752|3752| 40 | 40
hsa-miR-193a-5p |34.59|2839| 335 |3491 (3989|3552 |33.09|2972|3129| 40 | 28 [3178|3209| 304 |29.11|2558|2587|2472 (2333|2786
hsa-miR-193b  [3205|3019| 316 |3387|33.13| 40 | 40 | 345 [3274| 40 | 32 | 308 |30.78|3031| 40 |27.11|2896|3041|2317|2753
hsa-miR-194  |2557|22.19|2243 (2378|2562 | 299 |23.74|2263 | 22.24 | 2664 |2235| 239 |23.16|2222|2348|2257 | 217 2337|2243 (2313
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hsa-miR-195 | 2564|2691 |24.26|2674 (2739|2954 |27.86 | 269 | 2589|2863 |25.18(27.15|2789|2558 | 2537 | 2253 | 2267 | 2285|2138 |21.24
hsa-miR-196b (3433| 40 |3878| 40 | 40 [3532| 40 | 40 | 40 | 40 |3912| 40 | 40 |3769|3286|3304|33.16|3697|3215|3031
hsa-miR-197 | 27.05|2601|25.15|26.23 | 2587 | 3059 | 2967 | 2653 | 2465 | 2867 | 264 |2875| 265 |2592 (2515|2461 |22.77 | 2345 2145|2068
hsa-miR-198 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3975| 40 | 40 | 40 | 40 [ 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 (3961
hsa-miR-199a [32.19| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3084| 40 | 40 | 40 |3235|2953|2902|3246| 40 |3041
hsa-miR-199a-3p |26.24 | 2813 | 27.07 | 3004 |27.75|3058 | 27.36 | 289 | 283 |30.16 |2527 |3071 | 276 |29.12 (2533 |2269| 223 |2581 2342|2188
hsa-miR-199b (3514| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3535|3419|3033|3237| 40 |3171
hsa-miR-200a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 (3677| 40
hsa-miR-200b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |2828[3299| 40 [2905|3425
hsa-miR-200c 40 |3845|3491|3438| 40 | 40 | 40 [3286|3626| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [36.12|31.18|30.74|3372|31.17 |2796
hsa-miR-202 304 |2827|2552(2459| 40 (3188|275 (2718|274 |34.17 (2671|2869 (2744|2481 | 40 [2365|2252 (2553|2592 (30.16
hsa-miR-203 (3541 |3136|2746| 40 | 40 | 40 | 40 | 248 | 346 | 40 |27.1 |31.09|3161 2992|3853 |2498|2485 | 2443|2437 | 2958
hsa-miR-204  |2934| 297 |3324|3084| 40 [3197| 40 |312 | 40 |3041|2835|3467|35.21|3036|2892| 27.2 |2835|2898|2884 |27.98
hsa-miR-205 |3089|2981 (2852 | 304 |3148| 40 | 303 (2982|3007 |3207 |3006 [34.94 |3361 |3045 | 2995 |27.21 | 2808|3227 | 3081 |27.26
hsa-miR-208b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 (3894| 40 | 40 | 40
hsa-miR-210 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3401| 40 |3628|26.18]| 299
hsa-miR-214 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |[3277 3505|3506 |3607 |3434
hsa-miR-215 40 | 40 [3757| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3781| 40 | 40 |3823|3537|3992|2658 (2758|3106 (2873|286
hsa-miR-216a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-216b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3464| 40 | 40 |3187| 40
hsa-miR-217 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-218 40 |2998| 303 |3146|34.25|2996|2807 [2969| 298 | 40 |27.35|3533|2983|2996 |3161|2649 (2359|2783 (2749|3143
hsa-miR-219 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-221 [2687|3099| 285 | 40 |3862|2887 (2884|3227 |3009| 40 |2486|3131|3064|3657 [27.56|2147(2139|2376|2325| 241
hsa-miR-222 (2499|2381 |21.74|2268 (2303|2751 (2543 | 23 |2167|2328|2323|2597 (2362|2182 |2142|2035|2045|1984 1874|1907
hsa-miR-223 | 1872|1751 |17.13|1989|1933 (2125|1924 (1796|1702 (2197 | 17 |1973|1829|1836 (1699|1499 |1463|1502|1467 | 1445
hsa-miR-224  [3404| 40 |3486| 40 | 40 [3397| 40 |3531|3273| 40 | 282 |3235|3631| 40 | 40 | 268 |26.12|31.11 (2543|3252
hsa-miR-296-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3628
hsa-miR-296 |2951| 40 | 346 | 40 | 40 |[3585|3156(3327| 40 |3343|3277| 40 |3438|37.68|3286|2905 |2869 3009|3024 |2909
hsa-miR-299-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-299-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-301  |2812|3085 3166 |31.51 |31.89 |30.53 |29.73 |32.56 2944 | 40 |2761 |3095 |30.37 |30.76 | 2768|2592 |25.19 | 27.05 | 2665 | 2642
hsa-miR-301b |3722| 40 | 40 | 40 [347 | 40 | 40 | 40 [3624| 40 |3249| 40 | 40 | 40 |[3685|2983|2931| 40 |3506 3094
hsa-miR-302a  |3061 [ 2622|2541 |3143|3505 |31.04 | 2269 | 249 | 2835|2982 |22.05 [2351 |26.76 | 2698 | 2741 |22.16 | 21.38 | 2296 | 2662 | 2767
ath-miR159a |3786| 40 | 40 | 40 [3599| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3801| 40 | 40 | 40
hsa-miR-302b  |27.76 |3921 |3623 | 40 (3154 |37.74 | 344 (3593|3834 |2989 |33.47 |37.44 |3697 |37.27 |2971 |32.98 | 3347 | 3441 | 3348 | 2808
hsa-miR-302c (2864|3465 (3514 | 40 | 40 | 40 (3094|327 | 40 | 40 |3094|3035 |34.77 |37.03 |37.78 2987 | 2892 |33.36 | 3832 | 34.39
hsa-miR-320  |23.36 |22.94 | 1988|22.37|23.09|26.25|2299 (2184 | 219 |2269|2155|2454| 226 |21.16|21.19|21.34| 2238|2053 | 1883|1943
hsa-miR-323-3p |3085|3602|3542| 40 | 40 |3284| 316 |3442| 40 | 40 |3209|3455|3518|3581|3465|31.16|30.74|31.29| 322 |3092
hsa-miR-324-3p |36.15|3329| 309 |3267 (3398 |34.15|3158|3735| 345 | 40 |30.13| 339 |3298(3925|3017|27.21|27.17| 28 |2697|2686
hsa-miR-324-5p [3432| 40 | 40 | 40 | 40 |3593(3179| 40 | 40 | 40 [2807| 40 | 40 | 40 |3505| 263 |2621|27.84|2675|2698
hsa-miR-326  [3939| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3882|3784| 40 | 40 | 40
hsa-miR-328  |24.53|2497 (2297|2889 |27.17 | 2793 | 2499 | 2497 | 2523 | 2859 | 2243 | 25.25 | 2547 | 2643 | 2487 | 2138|2129 | 232 |2196|2241
hsa-miR-329 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3825| 40 | 40 | 40 | 40 |3684| 361 |3893|32.06|3535
hsa-miR-330 |3521| 40 [3573| 40 | 40 | 40 | 40 [3979|3662| 40 |3469| 40 |[3557|3587|3163|3082|30.12|31.02|2939 (2956
hsa-miR-330-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-331 287 |2797 (2705|2976 | 2888|3071 | 2687 [2698 | 27.1 |2855|2544 (2969|2912 |27.83 |2618|2391 2314|2502 |2397 |22.78
hsa-miR-331-5p [3382| 40 | 40 | 40 | 40 |3618| 40 | 40 | 40 | 40 [3625|3594| 40 | 40 | 40 |3855|3583| 40 | 40 | 40
hsa-miR-335 |2592|2802| 26 |2858|2897 (2956 | 266 |2688|27.85|2895|2496 2766|2827 |2728|2575| 236 |23.29|2469 | 2401 |2497
hsa-miR-337-5p [3429| 40 | 40 | 40 |3877| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3835|3813| 40 | 40 | 40 |3601| 40 | 40 | 40 |3177
hsa-miR-338-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3241 3301|3232 |3247|3839
hsa-miR-339-3p |3354 | 375 |3284| 40 [3392| 40 |37.23|3559(3549| 40 | 36 | 40 |3974| 40 |[3095|3224|3164|3327|295 | 262
hsa-miR-339-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3859|34.12| 40 | 40 | 40
hsa-miR-340  |26.24 |2883 [27.98 |30.72 | 1813 | 3003 | 3048 |2842 | 27.72 | 2884 | 2694 |31.38 |2934 | 305 |2533 | 247 |2448| 26 |2555|1894
hsa-miR-155  [2531 2269|2268 |2362 |2473 |3068 | 253 |2448 |2286| 247 | 256 | 267 | 242 (2364|2302 |2465|23.87 |2358 (2272|2219
hsa-let-7b 2914 |30.13 |27.03 12957 |34.73 | 34.1 |3249 |2965 |29.79 (2902 |27.73 | 3576 |27.85 | 2799 |26.58 | 24.94 |24.73 | 2444 | 2245 |22.11
hsa-miR-342-3p |2688 2546 [2361 | 2511|2628|2969 | 286 |27.15|2491|2633|2536|2897 | 2487|2377 |23.14| 2294|2291 (2297|2197 | 2052
hsa-miR-342-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |37.15
hsa-miR-345 | 2967| 297 |2962|3365| 40 | 40 |3082|3225|3007|3197| 266 |31.14|3233|30.78|29.07 | 2563 | 2582 | 2587 | 2467 | 2566
hsa-miR-361 | 3661|3684| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3346| 40 | 40 | 40 | 40 [3556| 40 |3436|2804|31.04| 289 |2898|32.26
hsa-miR-362-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3265| 40 | 40 |3007|3003|3451| 40 |3342
hsa-miR-362 [3244| 40 | 40 | 40 | 40 [3541|3463|3459| 40 | 40 |3074|3456| 40 |3194|3292|31.75|29.18|33.19 (2939|2922
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hsa-miR-363 | 2869|1828|1752|1733| 40 (2242(2101|1896| 184 | 40 |1921| 254 |1882|17.24|2803|2025|1975|1766|17.68|2865
hsa-miR-365 [3353| 40 | 40 | 40 [ 372 | 40 | 40 | 40 | 40 [3832| 40 | 40 | 40 | 40 |3197|3492|3994|39.74|3143|2869
hsa-miR-367  |27.72|3068|3297 3439|2793 | 40 |30.18|31.43|3208 (2906 |3265|3058|3351|3308|34.35|30.73|33.84|3168 (3209|3067
hsa-miR-369-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3304|3058| 40 | 40 | 40
hsa-miR-369-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3668| 40 | 40 |3636
hsa-miR-370 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3649|3408|3808|3523|31.24
hsa-miR-371-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-372  |3795| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3894| 40 | 40 | 40 | 40 |3832|3775|3912| 40 | 40
hsa-miR-373 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3322|3564| 40 | 40 | 40 [3409|3565|39.17| 40 | 40 |3346| 337 |3301| 40 | 40
hsa-miR-374  [24.54 |22.15 (2143 | 219 | 248 |27.25|2322|22.16 | 2164|2576 | 2243|2432 |22.72 |21.72 | 2336 | 21.18|20.75|21.79 | 2098 | 216
mmu-miR-374-5p | 256 | 261 (2362|2831 |26.13|31.12 (2671 | 246 | 24 |2596|2479|2887 |2663 (2528|2302 (2244 2165|2366 (2186|2133
hsa-miR-375 | 2691 | 2633 |27.68 |2965 | 2833 |37.37 | 395 |31.09|3006| 40 |27.85 (2795|2866 |2657 | 263 |2026|2339 (2414|2302 |2346
hsa-miR-376a  |3038 |3069 |2889 | 359 |2953 | 31.2 |2932|27.93|29.26|29.12 |27.57 |2856 |31.94 | 2981 | 27.02 | 2587 | 2478|2691 | 25.1 |2486
hsa-miR-376b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3623
hsa-miR-377 [3836| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
mmu-miR-379 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |[3353|3473| 40 | 40 |3032
hsa-miR-380-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-381 |29.07 | 355 |30.88 |36.25 |33.53 |3241 [3243|34.39 |3544 |3876 | 306 |35.31 |32.84 |3454|33.18 | 352 | 332 |3139 |3313 |30.73
hsa-miR-382 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3914| 40 | 40 | 40 | 40 |3642| 40 | 40 | 40 | 40 |3036|2846|33.39|3009|2885
hsa-miR-383 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-409-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3837| 40 | 40 |3652
hsa-miR-410 40 |31.09(31.95|3252|3066 |34.78|3478|3027|31.25| 40 |31.53|37.01|3207|3348|30.17|2877|2791| 295 |27.85| 284
hsa-miR-411 | 31.78|3239|3589| 40 |3265 (3205|3088 (2959|3086 |30.72| 282 {3288 | 308 |31.19|27.96|2811| 268 |2916|2917 | 2686
hsa-miR-422a | 313 |2995|2922|3295|3547 | 40 |37.16|31.19(3202| 40 [3027| 40 | 40 |3065|3387|2894|2975|2801 |2746| 30
hsa-miR-423-5p |29.06 | 3046 |2843|2871|3262 |32.57|3043|31.02|31.07 | 2877 | 2805 |37.25|2923 | 2898|2897 | 27.25|2767 | 275 |2655 |2657
hsa-miR-424 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3617|3188| 40 (3604| 40
hsa-miR-425-5p 3064 |27.84|27.93|28.17 | 2915 |3335|3491 {2948 | 274 |31.05|2921 3925|3208 |27.38|2596|25.18 | 249 |2463 |2307 |2235
hsa-miR-429 [3396| 40 [3272| 40 | 40 | 40 | 40 |33.07|3837| 40 | 40 |3724| 40 | 40 | 40 |2924|3142|3559|2965| 307
hsa-miR-431 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-433 40 |3477| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 377 | 40 | 40 | 40 | 40 |3287(3092|3258| 302 |3041
hsa-miR-449 40 | 40 [3225| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3507| 40 | 40 | 40 | 40 |3829| 40 | 40 |348 | 40
hsa-miR-449b 40 | 40 |3256| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3285| 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-450a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3512| 40 | 40 [3904| 40
hsa-miR-450b-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-450b-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3621|3225| 40 | 40 |3241
mmu-miR-451 | 2068 |22.23 |2062 | 2387 |2586 | 2542 (2405|2465 |2371 | 274 |2016 | 216 |2462| 22 |2343|1845 (1861|1977 |1894 1828
hsa-miR-452 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |37.38| 40 |3249|3624| 40 |3642|3695| 40 |31.07|34.58 3565|3496 |31.74|2856 | 40
hsa-miR-453 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-454  [2533|2461|23.06| 24.1 |22.38|3049|2592|23.84 | 2365|2479 |2535|2568 | 242 |2376|2275|2472|2349|2408 (2208|2251
hsa-miR-455-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-455 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3352| 40
hsa-miR-483-5p (2423|2284 2259|2382 (2491 |2957| 24 |2346| 232 |2581 2292|2409 |2343|2337| 222 |2273|23.02|22.16|2039|22.17
hsa-miR-484 219 |21.86(18.77|22.08|2288 |2672|2533|22.16 2063 2372|2076 |27.77 | 236 |21.33|2044|20.78 2034|1984 | 1741|1769
hsa-miR-485-3p [32.78|31.37|3332| 40 |37.38|37.65|3821|3268|3293|3816|3233| 34 |3898 (3346|3092 (3049|2852 |3185|2928|27.77
hsa-miR-485-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-486-3p [3912| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3886| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3908| 40 |3621|3752
hsa-miR-486  |29.27 |31.02 (2527 |28.12 | 352 |3819|3896|37.94|29.19|3205 | 27.06 | 3645 |34.57 | 2669 | 2894 | 27.27 | 2652 | 2664 | 244 |2365
hsa-miR-487a |3981| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3754| 40 |36.15(3604| 40 | 40 | 40 [3807|3821| 40 | 40 |3394
hsa-miR-487b  |3645[3575|3368| 40 | 40 | 40 | 40 |3566| 40 | 40 | 338 3922|3655 3438|2955 3193|2967 |3169 |29.28 | 2685
hsa-miR-488 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-489 40 |3615|33.09(3912| 40 [3638| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3566|3336| 40 | 40 |3251|3191| 352 |3213| 40
hsa-miR-490 40 | 395 | 40 |3661| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-491-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
mmu-miR-491  |27.75 |2952 |27.62 | 2985 |2832 |35.17 [29.76 | 26.88 | 2858 | 26.13 | 2866 |32.25 |3061 |29.11 | 2522 | 2698 |2609 | 269 |2633 |25.27
hsa-miR-493 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 392 | 40 | 40 | 40 |3827| 40 |[3283| 40
hsa-miR-494  |3147| 40 [345 | 40 | 40 | 40 |3785| 40 | 321 |3015|3215|37.08 |3367 [36.15|3147 |2968 |2841 |30.31 |2988 | 2868
mmu-miR-495  |3852 | 40 |3533|3622|3496|3676| 40 |3939| 40 |2822| 35 | 40 | 40 |3949|3289| 302 | 2941|3306 |2955|27.73
mmu-miR-496 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [363| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3971|3467| 40 | 40 | 40
hsa-miR-499-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
mmu-miR-499 [3198| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3952|3848(3831| 40 | 40 | 40
hsa-miR-500 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |[39.14|3497
hsa-miR-501-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3926| 40 | 40 | 40
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hsa-miR-501 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-502-3p |34.12| 40 [3252| 40 | 40 | 40 | 40 [3561| 40 | 40 | 40 |3644|3353|3826|37.26|3131|3194|3157| 303 |3141
hsa-miR-502 [3783| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3348| 40 | 40 |3283| 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-503 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [ 40 | 40 [ 40 | 40 [ 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-504 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-505 [3842| 40 | 40 | 40 [3952| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3513| 40 [3658| 40 | 40 |2963|3462|3872|3561|3667
hsa-miR-507 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-508 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-508-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-509-5p [3399| 40 | 40 | 40 | 40 | 382 [389 | 40 | 40 |3898|3515|3548| 40 | 40 | 40 |3598|3856| 40 | 40 | 40
hsa-miR-510 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-512-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3343|3875| 40 | 40 | 40 |3551| 40 | 40 [3925| 40 | 40
hsa-miR-512-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-513-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-515-3p | 40 [3362|3985|3652| 40 | 40 | 40 |[3875| 40 |3662|3784| 40 | 40 | 40 [3416| 40 (3762|355 | 368 |36.08
hsa-miR-515-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3763| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-516a-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-516b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-517a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3541| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-517c 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3995| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-518a-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-518a-5p | 40 | 40 | 40 | 40 [ 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-518b [3149|3225|3264|3852|3515| 40 |31.39|2983|3372|3166|3369| 40 |3467|3476| 306 | 337 |3088|3162|30.72 |3042
hsa-miR-518c 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-518d (3092 |31.24 | 3069|3053 |30.33 | 3281 [34.84 | 3238 | 3065 | 2996 | 3345 | 3465 | 32.57 | 2998 | 2879|31.39 | 3451 | 3163 | 31.29 | 2905
hsa-miR-518d-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-518e (3637|3591 | 40 |3862|37.75|3997 |3872|3456| 40 |33593|3551| 40 | 40 | 40 |3507|3233| 40 [3598|3916| 40
hsa-miR-518f | 21.27 2274|2258 |22.73 | 2034 |37.65|2493 | 222 |22.23|21.77 | 2649|2521 | 2345 |22.74 |1828|2531 | 2341 |23.17 | 22.86 | 1845
hsa-miR-519a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-519d 40 | 40 | 40 |3458| 40 | 35 |3989|3289|3701(3341| 40 | 40 | 40 (3889| 40 |3679| 40 | 396 [3557| 40
hsa-miR-519e  [3942| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-520a |3154| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |2985| 40 | 40 | 40 | 40 [3161| 40 | 40 | 40 | 40 [2929
hsa-miR-520a# | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-520d-5p | 295 | 27.1 |2658|2751|27.02 | 312 |27.79|27.71 | 27.1 |2802 | 295 |2889 |2905 |27.54 |27.25 | 2846 |2869 |2844 |27.13 |27.26
hsa-miR-520g 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3797| 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-521 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3993| 40 | 40 | 40 |3962
hsa-miR-522 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-523 252 |2391 | 2373 (2468|2184 |2886 | 2465|2403 | 2387|2395 | 243 | 2539|2521 | 2402|2284 |2441|2375|23.89|2403|2484
hsa-miR-524-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-525-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-525 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-526b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-532-3p [3052|3432|3161| 40 | 40 |3765|3439|3754|3081| 40 |2994| 374 | 359 |36.15|2958|2853|2886|30.34 2871|2689
hsa-miR-532 |3476| 40 [3136| 40 | 40 | 40 | 40 [3645| 40 | 40 |3226| 40 | 40 | 40 |3781| 266 |27.25|2858|2643|2721
hsa-miR-539 | 3237|3299 |3476| 40 |2998| 332 | 40 |31.46|3803|30.73|2937| 40 |[31.19|34.29|2968| 27.2 |2629|2839|27.05 |2527
hsa-miR-541 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-542-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 (2988| 40 | 40 | 40 | 40 | 31 |3123|3079| 40 | 40
hsa-miR-542-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-544 40 | 40 |3894| 40 [|3292| 40 | 40 | 40 | 39 | 336 | 40 | 40 | 40 |3933|346 | 40 | 40 | 40 [3554|3468
hsa-miR-545 [3266| 40 [3819| 40 | 40 | 351 | 367 3608|397 | 40 |3044|3639| 40 |3659(3401| 301 | 301 | 32 |2989|3017
hsa-miR-548a |2839| 297 |2947|30.17 |2903 |31.49 |30.07 |2949 | 2984 | 2836 | 2963 | 2954 |30.11 | 30.19 (2822 | 29.11 | 2975 | 2987 | 2981 | 2808
hsa-miR-548a-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-548b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-548b-5p |35.03|3489| 40 [3457| 40 | 40 | 40 [3747| 40 | 40 |3145|3438| 40 | 40 |3747| 40 | 40 [3677| 40 | 40
hsa-miR-548c (2996 | 293 |29.25 [3066 | 2855 |32.14 |29.85 | 2897 |30.86 | 29.96 | 2903 | 2983 | 2946 | 297 |2875| 30 |3058 (2952|2894 |2857
hsa-miR-548c-5p (3181 | 40 | 40 |3138| 40 |3447| 40 | 40 | 40 | 40 (3097 |3154| 40 |342 |3095|3171|3225|3329|3327| 40
hsa-miR-548d 40 | 40 |3715| 40 | 40 |3556| 40 |3582|3253| 40 |3354|3696| 40 |3655| 40 [3529| 40 [3465|3203|3623
hsa-miR-548d-5p [31.22| 40 | 40 |3589| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3202|3393| 40 [3942|3035|3656|3645| 40 [3946|3584
hsa-miR-551b (3042 |3751| 40 | 40 | 40 | 40 [3214|3986| 40 | 40 [3351|3439(3694| 40 | 40 |35.14|3496|3668| 40 |3684
hsa-miR-556-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-556-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-561 395 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3865|3977| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3917| 40 | 40
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hsa-miR-570 40 [3901| 40 40 | 40 |3796(3479|3753| 40 | 40 |3373| 40 | 40 | 40 | 362 | 40 | 40 [3925| 40
hsa-miR-574-3p (2809 |27.26|2569|2953|27.77 | 2969|2928|27.52 | 2586 | 2959|2578 | 299 |2781 | 2662|2581 |2431|2438|2533 (2199|2246
hsa-miR-576-3p [34.06|3371|3036| 40 | 40 [3544| 40 |3168| 40 | 40 |31.13|3231| 40 | 40 | 40 |30.13|2951|2964 (3212|2979
hsa-miR-576-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3222| 40

hsa-miR-579 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3678]| 40 | 40 |3481| 40 | 40 | 40 | 40 |3182|31.38|3008|33.13|3572
hsa-miR-582-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3739]| 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-582-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3855| 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-589 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3679| 40 |3924| 40 |3749
hsa-miR-590-5p (2683|2628 2483|2796 | 284 |2995|2743 (2642|2569 3824 |25.15|2757|2817 |2617 |2487| 231 |2312|2329|22.11|2252

hsa-miR-597  |25.09|2958 [34.75|3127 | 40 |2815|2591|2873|36.75| 40 |2597 [2609 |2827|3082 |2843 |2495|2599|28.14 |33.35 | 2835

hsa-miR-598 (3597 | 40 | 322 | 309 | 326 |36.16| 40 [3315| 40 | 40 | 305 | 40 |3232|3453| 313 (2746|2796 |2941 |27.26|2792

mmu-miR-615 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3952| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [37.14| 40 | 40
hsa-miR-615-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-616 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 (3435| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3982| 40 |3672

hsa-miR-618 (2373 | 257 |2563 | 26 |2449|3368|2602 (2508 (2481 |24.12 |2628 |2577 |2537 | 255 |2481 2559|2469 |2512 |2521 |22.74

hsa-miR-624 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-625 399 |3431|3421| 40 | 40 |3468|3509|3369| 348 | 40 |3258|3785 |3454 |34.11 | 385 |31.08 |30.77 |31.27 |30.03 |33.72

hsa-miR-627  |23.45 3623 |3408 | 37.3 |3282| 40 |[37.55|3293 (3328|301 | 331 |3451 |38.15|37.81 2879|3274 |2906 |31.18 |32.82 | 2668
hsa-miR-628-5p |21.85 2303 (2296|2323 |2174| 40 |2539| 226 |2244|2248|2683|27.03| 235 |2357|2053|2576 2463|2347 |23.05| 205

hsa-miR-629 | 3668|3606|3668|3251| 40 |3675|3926|3546(3475| 40 |3209| 40 |3435|3332|3236|3284|34.76| 306 |3021| 40

hsa-miR-636 | 27.82|33.35|2955|3553|31.11 |31.83|31.24|31.23|34.72|3337|2997|31.38|32.23 | 3288|3041 |31.13|3049 | 30.28 | 2843 | 27.54

hsa-miR-642 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3171| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3146| 40 |299729.27|3085|2988|2852

hsa-miR-651 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3246| 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-652  [2958|32.86|3206| 40 |3966|3612|3238| 32.1 |3635|36.28|2876|37.78 3367 |3567 | 2932|2685 (2599|2909 | 2807 | 2751

hsa-miR-653 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-654-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3602| 40 | 40 [3579| 40 | 40 | 40 | 40 |3174|3216| 40 |3445| 40

hsa-miR-654 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-655 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3239|33.74|3611|3664|3235

hsa-miR-660 (3343 | 40 |3217| 40 | 40 |3769| 40 [3566|37.14| 40 |2925|3604| 40 |3696|32.58 (2489|2672 |27.73|2658|27.03
hsa-miR-671-3p | 40 | 40 [3255| 40 | 40 | 40 [3527| 40 | 398 |3427|3163|3273| 40 | 40 |3047| 296 (2813|2942 | 296 |2891
hsa-miR-672  [3471| 40 [3266| 40 |3989| 40 |3533|3392| 40 | 40 | 40 [3521| 40 | 40 | 40 | 40 | 385 |3987|3563|37.08
hsa-miR-674 40 | 40 | 40 | 40 |3472| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3631| 40 | 40 | 40 [2984| 40 | 40 | 40 | 40 |3847
hsa-miR-708  [29.24 |3243|32.72 |3355 |3833 |3067 | 2963|2957 [2951 | 40 |2951 (2825|3209 [31.26|31.76 [2876| 30 |29.28 |3068|3094

hsa-miR-744 |2978| 40 [2868| 40 | 40 |3236| 31.2 |3145|3357|2992 |2647 [3097 |30.19| 40 |2862|2537|2473|2685|2559 [2422

hsa-miR-758 [3846| 40 | 40 | 40 | 40 |3787|3748| 40 | 40 | 40 [3497| 40 |3672| 40 | 40 |33.14|3864|3541|3408| 40

hsa-miR-871 (3651 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3824| 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-872 |3701| 40 398 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3955|393 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-873 |3422| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [ 389 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-874 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-875-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3918| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3841| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-876-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-876-5p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-885-3p | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3516| 40 | 40 | 40 | 40 |3732| 40 | 40 | 389 | 40
hsa-miR-885-5p [31.83 (2902|3421 (2728|2754 |3586|37.36|31.12 |2734| 40 |27.29|3161|2745 (2708|2442 | 228 |2522 |2421|2008|2468
hsa-miR-886-3p [31.18|31.71|3049|3097| 40 |37.13|3862| 40 |3753| 40 |36.18|3077| 31 | 40 [3279| 40 | 40 [34.12|3114|3192
hsa-miR-886-5p | 345 |3406|3467|3234| 40 | 391 | 40 | 40 [3475| 40 |3152|3181|3135| 40 |3553| 31 [3217|3167|2836|3036

hsa-miR-887 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-888 24 [3451| 40 | 40 |3801| 40 | 40 |3493| 40 |3989| 40 | 40 | 40 | 40 |3058|3365| 40 | 35 |3402| 283

hsa-miR-889 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3439|3269| 40 |3202|3251

hsa-miR-890 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-891a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-891b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-892a 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-147 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3374| 40 | 40 | 40 |3567[3539| 40 | 40 |3567| 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-208 (2778|3938 (3396 | 40 |3051| 40 |3891|3089| 40 |2991|3503| 40 |3688|31.07|3365(2984| 40 | 311 |33.15|2933

hsa-miR-211 40 | 40 | 40 [3956| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3684| 40 | 40 | 40 | 40 [3699]2995|3755| 40 | 31

hsa-miR-212  |31.35|37.29| 333 | 40 |3302|3234| 273 |3196| 40 | 40 |2581|3229|3764|3524|3004|2572|2719| 29 |2948|2927
hsa-miR-219-1-3p| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3454| 40 | 40 | 40 | 40 |3326
hsa-miR-219-2-3p|3847| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40

hsa-miR-220 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 (3722| 40 [ 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-220b 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3943|3639| 40 | 40 | 40 |3531| 40 [3623| 40 | 40 |3994| 36 |3688| 40 | 40
hsa-miR-220c 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
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hsa-miR-298 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-325 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-346  [3595| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3768| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3846|39.75|3458| 40 |3941
hsa-miR-376 | 29.13|2857|2878|31.55| 288 (3086 |31.01 2872|2854 |3292|26.21|30.19|29.27 | 3026 | 27.28 | 2555 | 2448 | 2638 | 2478 | 2431
hsa-miR-384 |3852| 40 | 40 | 40 | 40 [3793| 40 [3759| 40 | 40 | 40 |3647| 40 | 40 |3772| 40 |3688| 40 | 40 | 40
hsa-miR-412 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3852| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-448 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-492 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-506 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [396 | 40 | 40 | 40 [3801| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 |3534| 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-509-3-5p| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-511 [3148| 40 |3068| 40 | 40 | 40 | 40 |3189| 40 | 40 [3065| 40 | 40 |[3201 3684 (2913|2947 |29.23|2884|2971
hsa-miR-517b | 316 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 [3765| 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
hsa-miR-519¢ 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 395 | 40
hsa-miR-520b |3639| 40 | 40 | 40 |3834| 40 |3933|37.12| 374 | 40 |3805| 363 [39.11| 40 |37.14| 40 |3809|3654| 40 [3923
hsa-miR-520e 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 391 [3477|3939| 40 | 40
hsa-miR-520f 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40
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Differential miRNA levels in the discovery cohort

Tabla Suplementaria 2

P adjusted
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P
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Tabla Suplementaria 3: Individual analysis study. A= early onset MG; B = late onset MG; C= thymoma MG;
E=healthy control; Ref sample= same sample to perform relative quantification for all the plates

A6 24402382 40 40 40 40
A7 264011705 27.0231855 25.2388845 23.0081715 40
A8 264420605 26561997 25402435 23.3367545 40
AS 26.004387 25262663 265039415 22.8650455 19311204
AlO 27652003 26.559165 24.7479685 23.040513 40
All 26364794 242110255 23.7563885 22.350355 15640221
Al2 20.1850315 288957995 40 40 40
Al3 20654381 276165335 40 40 40
Al4 21.107776 40 40 40 40
Al5 27.8287585 28560781 30.734308 25909271 40
Al6 21.2989885 40 40 40 40
Al7 27697032 40 26.5647285 40 40
Al8 26.061097 27899561 30.0609435 40 20688738
Al9 28.054652 28.027495 32305813 40 40
A20 17575613 40 40 40 40
A21 26361603 23.866085 295110225 251356735 40
A22 259518575 272714605 255636565 23527429 194917945
B6 26.173846 274124345 32025025 21.583622 40
B7 28.032316 27.8792055 30.8526525 40 40
B8 27.0445065 28950479 26887371 219106195 40
B9 249723695 24.8902575 24.99462 21375931 20.0961765
B10 20.760645 40 40 28283867 40
Bll 274537545 40 31.1452865 23.0065615 40
B12 255764395 26154011 253851915 23385558 1978272
B13 27320568 296505335 273723755 224019525 20433839
B14 271114185 275543255 27.17552 23.029859 40
B15 252615 274665375 27.031655 23240675 20.1584795
B16 24987934 21813012 20.983009 22058798 19.871686
B17 22.163987 40 40 40 40
B18 231577895 27.286434 40 40 40
B19 20821907 27896784 40 40 40
B20 24.9439555 40 40 40 40
B21 230559325 27959541 40 40 40
B22 19.208188 40 40 40 40
B23 18.102747 40 40 40 40
B24 19628646 40 40 40 40
B25 27632789 284742315 40 40 40
B26 28503068 40 40 40 40
B27 27926891 27434026 40 40 40
c6 25684143 280597545 40 40 40
c7 25814396 25.560577 24.3738675 22.0665625 20.2107375
c8 26851401 268413085 24.8855845 22336321 40
9 27.3822345 28353613 26513859 22484275 214619535
C10 27.0663575 24.7182805 40 40 40
C11 27.088298 40 40 27.749067 40
C12 18762418 40 40 40 22.7364645
E6 26489317 40 40 40 40
E7 292961525 2549379 23970974 2344456 22.0390645
E8 27.3310005 25461834 24.5952825 229110095 25.2804125
E9 278157575 26.0502395 24.123942 232261705 216937635
E10 26.940443 23091752 2357134 22.1227175 151832625
E1l 27.94472 26.02539 24.2477455 223207435 21330701
E12 2357992 40 40 40 40
E1'S) 26.339364 27.967714 40 40 40
E1l4 23161595 40 40 40 40
E15 24.0091485 276015895 40 40 40
E16 26.830003 247502035 22637322 223145605 18.1231365
E17 26.5882415 24.03617 219744415 222578945 18987274
E18 256338405 26.7832775 236729985 226529635 202154235
E19 27.8649 233829105 23.189687 22128892 20370733
E20 26643097 23.982607 220027075 22297889 19677869
E21 278477725 256023065 23718075 22.1689975 21.2093745
E22 27659032 26.145865 235160035 227520655 209385475
Ref sample| 25.062546 24477055 22493486 21.763607 21019773

86



TRABAJOS PUBLICADOS = 3

Tabla Suplementaria 4: Individual analysis study 2. A=early onset MG; B=late onset MG; C=thymoma MG;
E=healthy control; Ref sample= same sample to perform relative quantification for all the plates

A6 40 40 21,5285835 28087185 40
A7 216011775 289928215 2391755 21,9626405 23,6424635
A8 22,4496605 29,5871535 23,802208 27,5294645 23,469539
A9 20,7937265 29,778958 23520085 22,9605745 21,354741
Al0 40 29,6407805 23,736227 26,400854 23041114
All 20,7882545 26,822384 216298115 21,975088 20,4353025
Al2 40 30,2706175 21,278186 24,7477475 40
Al3 40 31,293646 22,794071 24827163 40
Al4 40 33,319565 20,587646 27,2271315 40
Al5 21,162893 40 26,103439 25496356 22,9492845
Al6 40 30,884308 24,7006255 25,904569 40
Al17 29,132004 32,6402025 26,746971 25,329629 40
Al8 18,476093 32,176157 27,0537515 235422135 21,2227125
Al19 20,686398 40 281175575 2567548 24687123
A20 40 40 40 40 40
A21 209398015 318162185 25,3236845 40 249307835
A22 20,274575 278252705 24925771 40 22046757
B6 20,7115915 33,693947 24,2906015 21,410606 23,727565
B7 24,329485 31,532984 25489955 26,3544525 25497179
B8 22014748 40 25,3784025 26,800104 25,1154095
BS 199782265 28,021208 23,2366325 24421186 19,8246875
B10 23,1372575 31,482064 25933653 22929021 22529176
Bll 20,250476 34,1321925 27,0825405 299321775 263042125
B12 20,880277 282447045 23261074 236679745 21,154877
B13 209389225 31,843683 24920755 24,1927455 23475976
B14 21410269 32,4824925 256233615 40 25320464
B15 20,4974605 33931725 25411717 27465478 21,3136835
B16 22847869 22,0208815 18,622856 239313815 25,1786035
B17 40 40 27,356663 40 40
B18 18,810104 288725855 23692978 24,3698265 40
B19 40 324718025 24913307 26,7188035 40
B20 25,403088 40 25405065 26454339 40
B21 15,5378905 32,114204 25107723 29,689203 40
B22 40 40 2755225 278483375 40
B23 274231995 40 26,63462 259652235 40
B24 40 40 26,1251075 2871642 40
B25 40 31525588 26,661096 40 40
B26 40 40 40 40 40
B27 19464832 33,388382 26441017 255257985 40
[«3) 28,1136475 40 27,2249335 25490424 249642515
c7 2098774 28,0730235 22521678 2264881 18677044
c8 209289285 31695735 239099465 269631165 24723194
9 20915644 30334715 24,6309985 24,7061385 22,618906
C10 236235755 32,047322 24682719 27,152836 234778165
C11 29663116 31,467556 26946547 27,8611025 40
C12 40 289189315 24521286 26,408988 40
E6 22,720986 40 26,7206275 40 40
E7 22403742 276762105 21,7729655 22,0198495 21986397
E8 21,009847 28,2690575 21653549 22,8667945 20,387439
ES 21556416 27520773 21,705822 215724155 199154255
E10 21,3741695 24,3625795 1917315 23,033964 18471592
E1ll 222278325 28,109074 22,2328755 223793725 20,6410285
E12 27,3536415 3345143 25,759841 23,341842 40
E13 40 40 25419751 259164085 40
El4 40 336198415 27,0696295 26,926091 40
E15 18,806364 31,1298025 243638715 26,1816835 40
E16 21995117 27482785 21,709274 21,7018335 19,8262655
E17 22922964 24,858927 204981155 28,349146 21,1168145
E18 222777775 28326235 22,267399 40 21,7220715
E19 21,763231 25,3960095 19,848809 40 18,9004345
E20 22673401 25,9428435 20613941 40 19,8026465
E21 21,410426 28087715 21,2651875 21,6027495 20,989351
E22 218576145 26,544628 22,5257665 21,698474 20851762
Ref sample | 20,727848 25,5018955 20,480787 17,58323 17,6876605
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ARTICULO 2: Myasthenia gravis: descriptive analysis of life-threatening
events in a recent nationwide registry

Autores: Ramos-Fransi A, Rojas-Garcia R, Segovia S, Marquez-Infante C, Pardo J, Coll-
CantiJ, Jericd |, llla | and Myasthenia NMD-ES Study Group. Publicado en European Journal
of Neurology 2015 Jul;22(7):1056-61.

Factor de impacto: 4.055. Primer cuartil.

Introduccion:

Los pacientes con una forma generalizada de MG pueden presentar una afectacion de la
musculatura bulbar, que puede llegar a ser grave y comportar una situacion de riesgo vital
(SRV). Esto se produce cuando los pacientes presentan una disfagia severa con riesgo de
aspiraciones y/o una insuficiencia respiratoria (estadios MGFA IVB o V). El riesgo de presentar
una SRV y la evolucion y respuesta a los diferentes tratamientos es muy variable, y hasta el
momento no se han identificado marcadores demograficos, clinicos ni serolégicos capaces
de establecer el riesgo de padecer una SRV, ni capaces de predecir la evolucién de ésta o la

respuesta a las diferentes terapias.

Nos propusimos realizar un estudio para determinar la frecuencia y las caracteristicas
epidemioldgicas y seroldgicas de los pacientes que sufrian una SRV en nuestra poblacion,
asi como la evolucion clinica de estos pacientes, con el objetivo de detectar los factores

pronostico de éstas.

Sintesis de metodologia, resultados y discusion:

Realizamos un estudio retrospectivo de los pacientes con MG incluidos en el registro nacional
de enfermedades neuromusculares, NMD-ES, que habian presentado una SRV entre los afios
2000-2013. Para cada paciente se recogieron las variables demograficas, el estadio MGFA
durante la SRV (MGFA IVB o V), el desencadenante de la SRV y si ésta se presentd como
debut de la enfermedad o no. Se revisé el tratamiento inmunosupresor previo del paciente

y el tratamiento recibido durante la SRV. La evolucion clinica fue valorada mediante la
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escala Post-Interventional Status (PIS) a los 30 dias (mejoria, empeoramiento, sin cambios
0 muerte por MG), el tiempo hasta la extubacion o el tiempo hasta la retirada de la sonda
nasogastrica (SNG), segun procediera. El analisis estadistico se realizé mediante test no
parametricos para variables independientes cuantitativas, y mediante el test exacto de
Fisher para las variables categodricas. Se realizo también un analisis multivariante (regresion
logistica) para identificar los factores de riesgo de presentar una SRV. Se considero signifi-

cativo un valor p < 0.05.

De los 648 pacientes con una forma generalizada de MG incluidos en el registro, 62 (9.56 %)
habfan presentado una SRV. Este porcentaje es similar al descrito por algunos autores 12,
aunque otros han propuesto tasas mas elevadas, de hasta el 30% °®. Tres de los pacientes
presentaron 2 SRV cada uno. Las caracteristicas clinicas del total de pacientes incluidos en
el reqistro (n=648) y de los pacientes que presentaron SRV (n=62) se describen, respecti-
vamente, en las Tablas 1 y 2 del Articulo 2. De los 62 pacientes que presentaron una
SRV, 32 se encontraban en estadio MGFA V al requerir soporte ventilatorio, y 30 en estadio
IVB al necesitar una SNG para alimentacion. Cincuenta y siete pacientes tenian anticuerpos
antiAChR (91.9%), 1 tenia anticuerpos antiMUSK y 4 eran seronegativos. En 21 pacientes se
realizé una timectomia, y 8 de ellos tenian un timoma (12.9% del total). 35 eran hombres
y 27 mujeres. 42 eran LoMG y 20 EoMG, lo que corrobora el aumento de incidencia de la
MG en personas mayores "8, Se encontré una relacién estadisticamente significativa entre
la edad vy el sexo, con un predominio de varones en los pacientes con un debut tardio de la

enfermedad (p=0.028), tal y como ha sido descrito en la literatura >"°.

Como dato destacable, 29 pacientes habian sido diagnosticados de MG con anterioridad
y se encontraban bajo tratamiento inmunosupresor (IS), lo que representa que el porcen-
taje de pacientes tratados que presenté una SRV es solo del 4.47 % teniendo en cuenta la
cohorte total de 648 pacientes. Esto demuestra la importancia de un diagnostico precoz de
la enfermedad, y sugiere que el tratamiento inmunosupresor puede ser uno de los princi-

pales factores preventivos de estas SRV.
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Realizamos un analisis multivariante (regresion logistica) para identificar los posibles factores
de riesgo de sufrir una SRV, incluyendo la edad de debut, sexo, presencia de timoma vy tipo

de anticuerpos. Sin embargo, no se detect6 ninguin predictor estadisticamente significativo.

En los pacientes en estadio MGFA V, la mediana de tiempo hasta la extubacion fue de 12
dias [3-176 dias], siendo significativamente mas larga en los pacientes con EoMG (p=0.019).
En los pacientes en estadio IVB la mediana hasta la retirada de la SNG fue de 13 dias [1-434
dias], y no se encontraron diferencias significativas entre los subgrupos de pacientes. Esta
duracion de las SRV esta en concordancia con la duracion de las crisis miasténicas descritas
en la literatura ®'%1*. Aunque algunos estudios han sefialado la edad como factor de riesgo

3,10

para una intubacion prolongada >, otros coinciden con nosotros en que la edad no implica

412

un peor pronostico ™4, e incluso se ha sefialado que los pacientes mayores podrian tener

una mejor respuesta a determinados farmacos inmunosupresores 1314,

Otro dato destacable es que, en conjunto, un 20% de pacientes seguian intubados o conti-
nuaban necesitando una SNG para alimentacion a los 30 dias, con una mediana de duracion
de la SRV de 79 dias [31-434]. Este alto porcentaje de pacientes que persistian en SRV al
cabo de un mes del inicio ya habia sido descrito por algunos autores *°, aunque los motivos
de esta evolucion mas tdérpida son desconocidos y no existen marcadores que permitan
predecir la respuesta a las diferentes terapias. En nuestro estudio tampoco ha sido posible
determinar que factores influyen en esta evolucién mas térpida, puesto que no encontramos
diferencias significativas entre los pacientes con una duracion mayor de la SRV respecto al

resto de pacientes.

En el 50% de casos la SRV ocurrié como debut de la enfermedad. En los pacientes previa-
mente diagnosticados, la mitad de las SRV ocurrieron durante los 2 primeros afios, con una
mediana de duracion hasta la SRV de 24 meses [3-406 dias]. Sin embargo, 3 SRV tuvieron
lugar mas de 20 afios después del diagndstico, estando en un caso relacionado con una

recurrencia de un timoma en forma de implante pleural. Por tanto, aunque la mayoria de
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las SRV ocurren durante los primeros afios de la enfermedad, estos eventos pueden presen-
tarse de forma muy tardia, y se debe tener una especial precaucién en los pacientes con

antecedentes de timoma.

En 28 casos (43%) se detectd algun factor que podria ser el precipitante de la SRV. En
concordancia con otros estudios, las infecciones fueron la causa mas frecuente »#®11:12
detectandose en 18 casos. Cuatro de estos pacientes recibieron ademas tratamiento con
quinolonas. La evolucién de los pacientes no mostré diferencias significativas en funcién del
desencadenante. No se encontré tampoco ninguna relacién entre el tratamiento IS previo
recibido y las infecciones. De acuerdo con nuestros resultados y con otros descritos en la
literatura, las infecciones no representan un factor de riesgo para una evolucion torpida +°.
Sin embargo, algunos estudios han descrito un mayor riesgo de ingreso en UCI e intubacion
en relacion con las infecciones 2. El resto de posibles desencadenantes fueron identifi-
cados de forma anecdética, por lo que parecen tener un bajo riesgo de desencadenar una

SRV. Estos datos sugieren que quizas seria recomendable revisar la informaciéon que damos

a los pacientes para evitar preocupaciones innecesarias.

En todos los casos el tratamiento inicial fue una tanda de IgEV durante 5 dias (dosis de
2ar/Kqg), y se inicio en los 3 primeros dias de la SRV. En 17 casos se efectud un segundo
tratamiento durante el primer mes: 11 recibieron IgEV (16.92%) y 6 se sometieron a una
plasmafeéresis (PLEX) (9.2%). En el pasado, la PLEX era el tratamiento de eleccion en
las crisis miasténicas >'°. Sin embargo, actualmente se ha demostrado que las IgEV son

igual de eficaces 678

.y probablemente han sido el tratamiento de eleccién inicial debido
a su manejo mas sencillo. Todos los pacientes recibieron tratamiento con corticoides,

y el 46.15% se trataron ademas con un segundo inmunosupresor.

La mortalidad en nuestra serie fue del 6.15% (4 pacientes), lo que esta acorde con en
5-10% descrito en la literatura mas reciente *51%12 | a mortalidad asociada a estas situa-

ciones ha disminuido drasticamente en las ultimas décadas, probablemente gracias a
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las nuevas técnicas de cuidados intensivos y las nuevas terapias inmunomoduladoras .
Los 4 fallecidos en nuestra serie eran pacientes con un debut tardio de la enfermedad y con
multiples comorbilidades, y en 2 de ellos existia una voluntad de limitar el esfuerzo terapéu-
tica. Esto refleja que hoy en dia la mayoria de muertes ocurren en relacion a comorbilidades

y complicaciones derivadas de una intubacién prolongada, y no a la propia enfermedad *°.

Una limitacion de nuestro estudio es que los datos provienen exclusivamente de pacientes
seguidos en unidades especializadas en hospitales de tercer nivel, y por tanto los resultados
pueden no ser generalizables a todos los pacientes con MG. Otra limitacion es que se trata
de un estudio retrospectivo con un nimero limitado de pacientes. Sin embargo, el nimero de
casos incluidos en nuestro estudio es mayor que en los estudios publicados hasta la fecha.
Ademas, al incluir tanto los pacientes en estadio MGFA V como VB se ofrece una perspectiva

mas amplia de lo que representan las situaciones de riesgo vital en esta patologia.

Conclusiones:

Este trabajo demuestra que el porcentaje de Situaciones de Riesgo Vital en pacientes
afectos de MG es bajo, especialmente en aguellos ya diagnosticados vy tratados. Las infec-
ciones son el desencadenante relacionado con mas frecuencia, pero no comportan una peor
evolucion. La edad tampoco representa un factor de peor prondstico. No se ha detectado
ningun marcador clinico o inmunoldgico que se relacione con la evolucidn de estos pacientes
y que por tanto pueda predecir la respuesta al tratamiento. Existe un porcentaje no despre-
ciable de casos que no responden a las terapias usadas actualmente, lo que indica que son

necesarios nuevos tratamientos mas rapidos y efectivos para este subgrupo de pacientes.
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Background and purpose: Myasthenia gravis (MG) may become life-threaten-
ing if patients have respiratory insufficiency or dysphagia. This study aimed to
determine the incidence, demographic characteristics, risk factors, response to
treatment and outcome of these life-threatening events (LTEs) in a recent,
population-based sample of MG patients.

Methods: A retrospective analysis of MG patients who presented with an
LTE between 2000 and 2013 was performed. Participants were identified from
a neuromuscular diseases registry in Spain that includes 648 patients with MG
(NMD-ES).

Results:  Sixty-two (9.56%) patients had an LTE. Thirty-two were classified as
class V according to the MG Foundation of America, and 30 as class IVB.
Fifty per cent were previously diagnosed with MG and median duration of
the disease before the LTE was 24 months (3-406). The most common related
factor was infection (n = 18). All patients received intravenous human immu-
noglobulin; 11 had a second infusion and six had plasma exchange. Median
time to feeding tube removal was 13 days (1-434). Median time to weaning
from ventilation was 12 days (3-176), and it was significantly shorter in late
onset MG (=50 years) (P = 0.019). LTEs improved <2 weeks in 55.8% but did
not improve until after 1 month in 20% of patients. Four patients died. No
other factors influenced mortality or duration of LTEs.

Conclusions: The percentage of LTEs in MG patients was low, particularly
amongst those previously diagnosed and treated for the disease. The signifi-
cant percentage of treatment-resistant LTEs indicates that more effective treat-
ment approaches are needed for this vulnerable sub-population.

Introduction

Myasthenia gravis (MG) is a heterogeneous autoim-
mune disease that affects the neuromuscular junction
[1,2]. Clinically, patients may present an ocular or a
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generalized form of the disorder. In the generalized
form, weakness can sometimes be severe, and at times
life-threatening. MG can affect people of all ages but
several series have shown that the incidence is highest
in patients over 70-80 years [3-5]. Immunologically,
most patients have antibodies to acetylcholine recep-
tor (AChR), but some have antibodies to muscle-spe-
cific kinase (MuSK) and other neuromuscular targets
[6-8]. Thymus status can also vary widely, ranging
from normal to hyperplasia or thymoma [1,2]. The
quality of life of these patients has improved with
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chronic immunosuppression and immunomodulatory
agents but response to treatment is variable [9-13].

Life-threatening events (LTEs) in MG are related to
bulbar signs, either respiratory insufficiency or dys-
phagia. When these signs occur, patients are classified
as MG class V or class IVB according to the MG
Foundation of American (MGFA) [14]. The mortality
rate of these LTEs declined from >40% in the 1960s
to 5%-10% in the 1970s with the development of
intensive care techniques and the use of immune mod-
ulatory therapies such as plasmapheresis (PLEX) or
intravenous human immunoglobulin (IVIg) [15]. How-
ever, some patients are still resistant to therapy, but
no consistent prognostic factors have been identified
to determine this resistant subgroup.

The goal of our study was to determine the fre-
quency and characteristics of LTEs in our popula-
tion. A survey was performed of patients with MG
class V or IVB in an MG cohort of patients in Spain
who required PLEX or IVIg to improve following
an LTE. The clinical and immunological profile, pre-
cipitating factors, immunosuppressive (IS) drugs,
LTE therapy and outcome in these patients were
analysed.

Materials and methods

Nationwide registry design

This study was based on information taken from a
nationwide registry established as part of the NMD-
ES Project (Spanish Registry of Neuromuscular Dis-
eases), founded in 2010 and funded by the Spanish
Ministry of Economy and Competitiveness. The aim
of this project is to create a specific registry for basic
and clinical research for each neuromuscular disease.
It is a neurologist-driven registry that collects retro-
spective and prospective data from neuromuscular
units at 25 university hospitals in Spain. Information
collected includes 60 items related to demographic,
clinical, immunological and therapeutic data, and
patients” follow-up. Neurologists are required to
update information annually and whenever a signifi-
cant clinical event, such as an LTE, occurs. For each
follow-up entry, neurologists must enter data concern-
ing clinical status, present treatment and related fac-
tors in the case of exacerbation of symptoms.

The NMD-ES registry was designed in accordance
with current Spanish legislation on biomedical
research and international standards. Each participat-
ing hospital submitted the project to its correspond-
ing ethics committee for formal approval. All
patients were required to sign an informed consent
form.

{ LIFE-THREATENING EVENTS IN MG

Patients

The NMD-ES registry includes a total of 4315
patients. To perform this study, information was gath-
ered from the 648 patients with a generalized form of
MG. Patients who presented with an LTE from Janu-
ary 2000 to December 2013 were identified. LTEs
were classified as MGFA class V if patients required
intubation or IVB if patients required a feeding tube
[15]. The decision to intubate varied according to the
protocol at each centre and each individual patient.
Patients were classified as late-onset myasthenia gravis
(LoMG) if they were aged 50 or older at the debut of
the disease, and early-onset myasthenia gravis
(EoMQG) if they were under 50 at the debut of the dis-
ease.

Methods

Demographic, clinical and treatment data were col-
lected from the registry for each patient who had an
LTE. Demographic data obtained were sex, age of
onset of myasthenia, immunological data, thymec-
tomy and presence of thymoma. Whether the LTE
was the presenting form of MG was noted. In previ-
ously diagnosed patients, the median time from the
onset of the disease to the LTE was calculated.
Whether IS drugs were taken at the time of the LTE
was analysed, and the drugs were grouped into ste-
roids, steroids plus other IS drugs, and IS drugs other
than steroids alone. All factors that could have precip-
itated the LTE were recorded, such as infections,
decrease of dose treatment, use of other drugs, thymo-
ma recurrence, surgery, psychological stress, others,
and no factor. Whether patients were administered
IVIg or PLEX at diagnosis of the LTE was reviewed,
and whether steroids or other IS drugs were started.
If patients received re-treatment with IVIg or PLEX
during the first month due to a lack of improvement
after the initial treatment was also recorded.

The clinical outcome was analysed according to the
post-intervention status at day 30 (improvement,
unchanged, worsened, or died of MG) [14], time to
weaning in MGFA V patients, and time to removal of
the feeding tube or to start of oral feeding without
any support in MGFA IVB patients. This information
was obtained from the patient’s clinical history at
each centre.

Statistical analysis

Data analysis was performed using IBM-SPSS (ver-
sion 22). Quantitative variables were described as
median and minimum and maximum. To compare
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differences in continuous variables non-parametric
tests for independent samples were used — either the
Mann-Whitney U test or the Kruskal-Wallis test
depending on the number of groups — due to lack of a
normal distribution. To compare the relation with
categorical variables Fisher’s exact test was used, and
the frequency and absolute number of cases were
described. Additionally, a multivariate analysis (logis-
tic regression) was used to identify predictors of an
LTE in all patients with generalized MG, including
age at onset of MG, gender, presence of thymoma
and type of antibody. P < 0.05 was considered statis-
tically significant.

Results

Data from the 648 patients with generalized MG
included in the NMD-ES registry are shown in
Table 1. The median follow-up was 9 years (-
49 years).

From the total of 648 patients, 62 patients (9.56%)
with an LTE were identified (Table 2). Three patients
had two LTE episodes. Of the 62 patients, 32 required
mechanical ventilation (MGFA V) and 30 needed a
feeding tube (MGFA 1VB). Thirty-five were men and
27 were women. Forty-two were classified as LoMG
and 20 as EoMG. Twenty-nine of the 62 were diag-
nosed before the LTE and were under IS treatment
for MG. From the total group of 648 patients, there-
fore, only 4.47% of the LTEs occurred in previously
diagnosed and treated patients.

A significant relation between age and gender in
patients who presented an LTE was found, as 28 of
the 35 men were LoMG and only seven men had
EoMG, whilst 13 of the 27 females were EoOMG and

Table 1 Demographic data of the 648 patients with generalized mg
(number, %)

Gender
‘Women 357 (55.1)
Men 291 (44.9)
Age at onset of MG
EoMG 272 (42)
LoMG 376 (58)
Type of antibody
AChR 537 (82.9)
MUSK 28 (4.3)
Seronegative 83 (12.8)
Thymoma
Yes 68 (10.5)
No 580 (89.5)
Treatment
Steroids 272 (42)
Steroids + other IS 230 (35.5)
Other IS alone 24 (3.7)
No IS treatment/only Mestinon 122 (18.8)

Table 2 Life-threatening events features

Clinical features of the 62 patients with LTE (number, %)
Gender

Women 27 (43.5)
Men 35 (56.5)
Age
EoMG (<50 years old) 20 (32.3)
LoMG 42 (67.7)
MGFA
IVB 30
\4 32
Factors related to the 65 LTE
(number, %)
None 37 (56.9)
Infection 18 (27.7)
Reduction of IS dose 3 (4.6)
Commencement of steroid treatment 1(1.5)
Use of other drugs 1(1.5)
Thymoma recurrence with pleural 1 (1.5)
implant
Psychological stress 3 (4.6)
Surgery 1(1.5)
Treatment of the 65 LTE (number, %)
IglV 5 days 65 (100)
Single course 48 (73.8)
Re-treatment with IgI'V 11 (16.9)

Re-treatment with PLEX 6(9.2)
Duration of the LTE (median days)

Time to weaning (MGFA V) 12 days (3-176)

EOMG 54 days
LOMG 9.5 days (P = 0.019)
Time to removal of the feeding tube 13 days (1-434)
(MGFA 1VB)
EOMG 47.5 days
LOMG 11.5 days (n.s.)

14 were LoMG (P = 0.028). This relation was also
found when all the 648 patients were considered
(P < 0.01). Fifty-seven of the 62 patients who had an
LTE (91.9%) had antibodies against AChR, one had
antibodies against MuSK and four were seronegative.
Twenty-one of the 62 patients (33.9%) underwent a
thymectomy (mean age 35 years). Eight of these
patients had a thymoma (12.9%) (mean age 45 years).

None of the factors analysed with the multivariate
analysis were able to predict the LTE, as characteris-
tics of the 62 patients who suffered an LTE did not
differ from those of the 586 who did not.

In patients with MGFA V status, median time to
weaning was 12 days (3—-176), and it was significantly
longer in EoMG than in LoMG (P = 0.019). Statisti-
cal significance did not vary when adjusting for mor-
tality. In patients with MGFA IVB status, the median
time to removal of the feeding tube or to starting oral
feeding without support was 13 days (1-434). In
55.8% of LTEs the median time to weaning or to
removal of the feeding tube was <15 days. However,
20% of patients were still intubated or continued to
require a feeding tube after 30 days, with a median
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time to improvement of 79 days (31-434). Character-
istics of this resistant group did not differ from those
with a shorter duration of the LTE. Treatment
received during the first month in these patients was
more than one IVIg course in 46.2%, both IVIg and
PLEX in 23.1% and a single IVIg course in 30.8%.
All these patients received steroids, and other IS drugs
were added in 46.15%.

Four patients died (6.15%), all from the LoMG
group. In one case, MG was diagnosed at admission
for the LTE, although the patient reported a 1-year
history of fatigability. In the three other patients,
death occurred within 2 years of diagnosis. Death
occurred between day 15 and day 45 from admission
in all cases. All four patients had severe comorbidities
(cardiopathy, renal insufficiency, dementia and diabe-
tes) and two had do-not-resuscitate orders.

In 50% of cases, the LTE occurred as the first man-
ifestation of the disease, and it was more frequent
amongst patients with an LoMG (25/42) than in
patients with an EoMG (6/20), although this was not
significant (P = 0.056). In the 31 patients who were
previously diagnosed, the median duration of the dis-
ease before the LTE was 24 months (3-406 months);
that is, half the previously diagnosed patients had the
LTE within the first 2 years. In three cases, the LTE
occurred more than 20 years after MG was diagnosed.
In one of these cases it was related to a thymoma
recurrence with a pleural implant 21 years after the
diagnosis. In the second case it was associated with an
infection, and in the third it was not related to any
specific factor. There were no differences in any of the
outcome measures between the episodes occurring as
the first manifestation and those occurring in previ-
ously diagnosed and treated patients.

Factors that could have precipitated the LTE were
described in 28 cases (43%). Infections were the most
frequent factor and were recorded in 18 LTEs. Four
of these patients were on antibiotic treatment when
the crisis occurred. All four were treated with quinol-
ones. No significant relation was found between infec-
tion and the use of immunosuppression at the
moment of the LTE, as nine of the infected patients
were previously under IS treatment and nine were
not. The other related factors recorded were a
decrease in IS dose (three cases), psychological stress
(three), thymoma recurrence with pleural implant
(one), commencement of steroid treatment (one), use
of other drugs (one calcium antagonists) and surgery
(one). Regarding the related factors of the LTE, no
statistical differences were found in any of the out-
come variables.

Treatment was initially performed with a 2 g/kg/s-
day course of IVIg in all cases, and it was prescribed

{ LIFE-THREATENING EVENTS IN MG

within the first 3 days of the LTE in all of them. At
day 30, the post-intervention status of the 48 patients
(73.85%) who received a single course of IVIg was
improved in 42 patients, unchanged in four and died
of MG in two.

Re-treatment was required in 17 episodes (26.15%)
within the first month due to a lack of improvement.
Eleven received a second course of IVIg (16.92%) and
six received PLEX (9.2%). Seven of the 11 IVIg and
three of the six PLEX patients had not improved by
day 30. Two of these patients died. No adverse effects
were reported with IVIg or PLEX.

A total of 29 patients were taking IS therapy before
the LTE occurred (steroids in 19 cases, steroids plus
other IS drugs in eight and an IS drug other than ste-
roids in two). Thirty-three patients were prescribed
steroids during the LTE. Thirteen of the 33 were pre-
scribed a second IS drug during the first month (five
azathioprine, six cyclosporine A, two mycophenolate
mofetil).

Discussion

The percentage of MG patients who had an LTE in
our sample was low, particularly amongst those previ-
ously diagnosed and treated for the disease. The most
common related factor was infection. Median time to
improve from an LTE was 12-13 days, and 20% of
patients did not improve after 1 month, regardless of
aggressive therapy. Older age and the presence of
related factors did not imply a worse outcome.

The 9.56% of MG patients who presented an LTE
in our study is in accordance with some data reported
in the literature [16,17], although other authors
reported rates around 15%-30% [15,18-20]. The per-
centage of patients with an LoMG (67.7%) supports
an increasing incidence in older adults [3-5]. Like
other authors, predominance in males in this late
onset group was also found [2-4,19]. Of particular
note in our study is the low percentage of patients
who were previously diagnosed and treated for MG
and had an LTE. This emphasizes the relevance of
early diagnosis and suggests that immunotherapy may
be the best preventing factor of LTEs.

The median duration of the LTE in our study, 12—
13 days, is in agreement with the median duration of
myasthenic crises in the literature [20-22]. Interest-
ingly, EOMG patients were found to have a signifi-
cantly longer time to weaning than LoMG patients,
although this was not observed in the other outcome
measures. Although older age has been described as a
risk factor for prolonged intubation in some papers
[15,21], like ourselves, not all authors report age as a
poor outcome factor [18,23]. Moreover, some authors
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described a better response to immune therapies in
LoMG patients than in EOMG patients [3,4,24].

Mortality related to LTEs in our series (6.15%) is
in accordance with the 5%-10% reported in other
recent studies [15,20,21,23]. LTE-related mortality has
declined from 40% since the 1960s, possibly due to
the new immunomodulatory treatments and critical
care techniques [15]. The cause of death has also
changed over the last decades. Currently, fewer deaths
are attributed to the crisis itself and more events are
related to complications of prolonged intubation or
intensive care unit stay [21]. In our series, all patients
who died had multiple comorbidities, and half of
them had do-not-resuscitate orders. These results sup-
port those from some other authors [21].

Most LTEs occurred as the debut of MG or within
the first 2 years from onset of the MG, and this is in
accordance with data in the literature [17,18,20]. How-
ever, three patients in our study presented an LTE
20 years after the diagnosis. In one case this was
related to thymoma recurrence, suggesting special cau-
tion should be taken with this subgroup of patients
despite the duration of the disease.

Regarding the factors that could have precipitated
the LTE, in agreement with previous studies [16,18—
20,22,23], infections were the most commonly reported
events. No significant relation was found between infec-
tion and immunosuppression, although a possible rela-
tion has been speculated. In accordance with our results
and some reports in the literature, infections do not
imply longer duration of the LTE [18,21]. However, in
some studies the risk of admission to the intensive care
unit and need for ventilation was higher when infec-
tions occurred than when other triggers were present
[16,23]. With the exception of infections and some anti-
biotics, the remaining known precipitating factors seem
to have a low chance of causing an LTE. Therefore, it
might be advisable to review the information given to
patients about possible exacerbating factors in order to
avoid their unfounded concern.

In the past, PLEX was the treatment of choice in
MG [15,25]. Nowadays, several studies have demon-
strated a similar response with IVIg and PLEX in
MG exacerbations [8,12,26]. Although both medica-
tions were equally available to the participating cen-
tres in this study, all centres chose IVIg as the first
line treatment. As the two drugs have a similar effect
and price in our setting, this preference could be due
to the easier management of IVIg.

It is important to note that as many as 20% of
patients in our study continued to require ventilation
or dysphagia management 1 month after the LTE due
to lack of efficacy of the drugs administered. This is

in accordance with the reported 25% of patients who
remained intubated 1 month after a myasthenic crisis
[21]. The cause of this treatment resistance is not
known, and no biomarkers are available to determine
whether patients will improve with IVIg, PLEX or
immunosuppression, or why some patients are resis-
tant to these therapies. Our results emphasize the need
to find new biomarkers and to improve our therapeu-
tic arsenal with new, more efficacious and faster
drugs.

One limitation of our study is that data were exclu-
sively recorded from neuromuscular units in reference
hospitals and results might not therefore be general-
ized to all patients with MG. Another limitation is the
retrospective nature of our study and the limited num-
ber of patients. Nevertheless, in the setting of rare dis-
eases such as MG, sample size is generally small and
our sample is larger than most studies to date. More-
over, the inclusion of both MGFA V and IVB status
exemplifies a representative population of patients
with an LTE and confers a wider perspective on this
subject matter.

In conclusion, patients with diagnosed and treated
MG have a low risk of developing an LTE. Current
treatment in intensive care units improves prognosis in
most cases. However, effective treatment has yet to be
developed for patients resistant to current therapies.
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(Neurology, Hospital Universitari de Bellvitge, Hospi-
talet de Llobregat), Bataller Alberola L (Neurology,
Hospital Universitari I Politecnic La Fe, Valencia),
Berciano Blanco J (Neurology, Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla, Santander), Casasnovas Pons
C (Neurology, Hospital Universitari de Bellvitge, Hos-
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Torrén R (Neurology, Hospital de Donostia — Biodo-
nostia), Garcia Sobrino T (Neurology, Complejo Hos-
pitalario Universitario de Santiago), Gémez Caravaca
MT (Neurology, Hospital Universitario Virgen del
Rocio, Sevilla), Guerrero Sola A (Neurology, Hospital
Clinico Universitario San Carlos, Madrid), Gutiérrez
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versitario Marques de Valdecilla, Santander), Querol
L (Neuromuscular Disorders Unit, Neurology Depart-
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lona), Sevilla Mantecon T (Neurology, Hospital
Universitari i Politecnic La Fe, Valencia).

© 2015 EAN









Conclusiones finales
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Conclusiones de los trabajos publicados

Para la hipotesis “Existe un perfil caracteristico de miRNA circulantes en el suero de pacientes

con MG que puede ser de utilidad como biomarcador de esta patologia autoinmune”, podemos

extraer las siguientes conclusiones:

1.

El estudio de miRNAs en suero puede ser Util como biomarcador patogénico de la MG,
puesto que estos pacientes presentan un perfil de miRNAs circulantes caracteristico en
comparacion con los controles sanos, concretamente de miR15b, miR122, miR140-3p,
miR185, miR192, miR20b y miR885-5p.

. Los subgrupos de pacientes EoMG y LoMG probablemente compartan un mecanismo

fisiopatogeénico similar, ya que el perfil de miRNAs es comun en ambos grupos.

. Los miRNAs circulantes no parecen una herramienta Util para detectar los pacientes

con MG asociada a timoma, puesto que estos pacientes no presentan un perfil carac-
teristico de miRNAs. Sin embargo, no se puede descartar una limitacién estadistica

debido al pequefio tamafio muestral.

Los miRNAs descritos (miR15b, miR122, miR140-3p, miR185, miR192, miR20b vy
miR885-5p) no son Utiles como biomarcadores de respuesta al tratamiento, ya que la

terapia inmunosupresora vy la timectomia no modifican el perfil de estos miRNAs.

Para la hipotesis “Las situaciones de riesgo vital son frecuentes en los pacientes con MG.

La edad y el desencadenante infeccioso son factores de riesgo para una evolucion torpida y

una peor respuesta al tratamiento” podemos extraer las siguientes conclusiones:

1.
2.

Las Situaciones de Riesgo Vital son poco frecuentes en nuestra poblacion.

La terapia inmunosupresora podria ser uno de los principales factores protectores ante
las SRV, dado qgue el porcentaje de Situaciones de Riesgo Vital es especialmente bajo

en los pacientes con MG que se encontraban bajo tratamiento inmunosupresor.

Las infecciones son el principal factor desencadenante de las SRV, pero no comportan

una peor evolucion.

La edad avanzada no representa un factor de peor pronéstico en la evolucion de las SRV.
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5. La busqueda de marcadores prondsticos en pacientes con MG y SRV ha sido negativa,
puesto que no se ha podido detectar ningin marcador clinico o inmunoldgico capaz de
predecir la evolucidn o la respuesta al tratamiento de estos pacientes.

6. Existe un porcentaje significativo de pacientes que presentan SRV prolongadas, lo que

significa que se precisan nuevas terapias mas rapidas y eficaces para tratar las SRV.

7. Las largas listas de factores desencadenantes de exacerbaciones en pacientes con
MG deberia ser revisada, dado que a parte de las infecciones y algunos farmacos el

resto de desencadenantes de SRV parecen anecdoticos.

Conclusiones generales
La MG es una enfermedad muy heterogénea que puede suponer un reto diagndéstico y
un manejo dificil, lo que sefiala la necesidad de disponer de buenos marcadores para el

correcto abordaje del paciente.

Hasta el momento se conocen pocos biomarcadores en esta enfermedad. Los Ac antiAChR
son Utiles para el diagndstico, pero sus valores absolutos no correlacionan con la gravedad.
Algunos autores han sefialado que los titulos de Ac antiAChR disminuyen después del trata-
miento y podrian ser de ayuda para evaluar la respuesta terapéutica, aunque a dia de hoy
no se ha demostrado que ofrezcan ningun beneficio respecto a la evaluacion puramente
clinica. Los Ac antiMUSK son marcadores diagnésticos y clinicos, puesto que su valor abso-
luto correlaciona mejor con el estadio del paciente. Ademas, los Ac antiMUSK predicen una
mejor respuesta a tratamientos especificos como el Rituximab. El resto de autoanticuerpos
descritos pueden ser de utilidad diagndéstica en un grupo reducido de casos, pero tampoco
ofrecen ventajas para la monitorizacion clinica ni terapéutica. El estudio de fibra aislada
apoya el diagndéstico y en manos expertas puede correlacionar con el estadio clinico. Sin
embargo, la dificultad técnica y la gran variabilidad inter-observador hacen que tampoco

sea un buen biomarcador.
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El analisis del perfil de miRNAs en suero de pacientes con MG ofrece una nueva perspec-
tiva. Nuestro estudio demuestra que existen 7 miRNAs circulantes que se encuentran en
niveles mas bajos en el suero de pacientes con MG comparados con controles (MiR15b,
miR122, miR140-3p, miR-185, miR-192, miR20b, miR885-5p), y que éstos son comunes
en diferentes subtipos de pacientes y no se modifican con el tratamiento. Otros estudios
publicados recientemente describen ademas 2 miRNAs gque se encuentran en niveles mas
altos en el suero de pacientes con MG no tratados (miR150-5p, miR21), y que éstos tienden
a disminuir después del tratamiento inmunosupresor aunque no correlacionan bien con el
estadio clinico. En conjunto estos resultados sefialan que el estudio de miRNAs circulantes
en MG puede ser de utilidad para conocer mejor la enfermedad, si bien su uso como biomar-

cadores clinicos o de respuesta al tratamiento no queda aun bien establecido.

Las SRV representan situaciones criticas para el paciente con MG, y requieren de un enfoque
preciso para ofrecer un manejo 6ptimo con la mayor brevedad. Disponer de marcadores que
predigan la evolucion clinica en estas situaciones o la respuesta al tratamiento seria de
gran utilidad. Sin embargo, a dia de hoy no se conoce con certeza ningun dato seroldgico,
clinico o demografico que pueda ofrecer esta informacién. Nuestro estudio aporta infor-
macion relevante respecto al estado actual de las SRV en nuestro pais, a resaltar su baja
frecuencia especialmente en pacientes tratados vy la larga duracion la SRV en un porcentaje
no despreciable de casos. Sin embargo, no ha detectado ningiin marcador prondéstico en

estos pacientes.

Los resultados de ambos trabajos sefialan que el estudio de nuevos marcadores diagnds-
ticos y pronosticos en la MG debe proseguir para ofrecer un abordaje optimo e individuali-

zado a cada uno de los pacientes.
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