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1. Introduccién

1.1 DEFINICION

La endometriosis es una patologia ginecoldgica benigna que se caracteriza por la
presencia de tejido endometrial en localizaciones extrauterinas, es decir, tejido estromal

y glandulas endometriales en localizaciones ectdpicas.

Generalmente, las localizaciones extrauterinas de estos implantes endometriales suelen
ser la cavidad peritoneal, los ovarios (endometriomas) y el tabique recto-vaginal
(nédulos) [1]. Cabe destacar, que se han descrito implantes endometridsicos en otras
localizaciones menos frecuentes como en el pericardio, pleuras o cerebro [2], pulmones

[3] o higado [4].

Es una patologia estrégeno-dependiente que afecta a las mujeres que se encuentran en
su etapa reproductiva y que conlleva asociado dolor pélvico y en algunos casos cuadros
de esterilidad. Se trata de una patologia altamente incapacitante por los episodios de
dolor que experimentan estas pacientes, asi como en su repercusién en las

probabilidades de embarazo.

La endometriosis ha sido clasificada como una patologia ginecoldgica benigna cuya
prevalencia se estima entre un 10-15 % en la poblacidn general y que llega a alcanzar un
30% en las mujeres con problemas de esterilidad y un 50% en aquellas pacientes en las

gue se dan a la vez esterilidad y dolor pélvico crénico [5].

Ademas de los diversos sintomas clinicos de la patologia (dispareunia, dismenorrea,
dolor pélvico crénico, sangrado uterino irregular) [6] se ha observado que las pacientes
con endometriosis pueden tener un mayor riesgo de padecer cancer de ovario o de

mama [7].
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1.2 TIPOS DE ENDOMETRIOSIS

Clinicamente podemos distinguir tres formas de endometriosis o implantes

endometridticos [7].

- 1. Endometriosis peritoneal: se define como la presencia de implantes
endometridsicos en la superficie del peritoneo o en los ovarios. Estos implantes
se caracterizan por la presencia de numerosas glandulas endometriales y
estroma distribuidas por la cavidad peritoneal o bien adheridas a la capa serosa
de los drganos abdominales, siempre con una profundidad inferior a 5mm [8]

(Figura 1A).

- 2. Quistes endometridsicos o endometriomas: es la presencia de implantes
endometridsicos en localizacidon ovarica que por un proceso de menstruacion
ciclica produce lesiones quisticas de contenido denso procedente de la hemolisis

de los restos hematicos contenidos bajo la cortical ovarica [9] (Figura 1B).

- 3. Endometriosis profunda: es definida como la presencia de lesiones
endometridsicas que infiltran en el peritoneo o el érgano afecto al menos 5mm
en profundidad. Se manifiestan como lesiones solidas en que el tejido
endometriésico se combina con el tejido adiposo y fibro-muscular. Su
localizacién mas frecuente es entre el recto y la vagina, el denominado tabique

rectovaginal [1] (Figura 1C).

Todas estas lesiones son variantes del mismo proceso patoldgico que puede ser
originado por diversos mecanismos. Si bien es cierto, que las tres lesiones comparten
como caracteristicas histolégicas comunes la presencia en todas ellas de estroma

endometrial o células epiteliales, asi como sangrado crénico y signos de inflamacion.
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Uterus

Figura 1. Tres ejemplos de las formas mas comunes de endometriosis. A) Implantes endometridticos peritoneales
en el ligamento Utero-sacro derecho. B) Endometrioma ovarico en el ovario izquierdo. C) Nédulos endometridsicos
en el drea recto-cervical. (Imdgenes cedidas por el Dr. Gilabert-Estellés).

En el caso de la endometriosis peritoneal podemos distinguir dos variantes; por un lado,
hablaremos de endometriosis peritoneal superficial en aquellos casos en las que los
implantes endometridsicos no superen una profundidad de 5mm. Por otro lado,
aquellas lesiones en las que el tejido endometridsico ectdpico supere los 5mm por
debajo de la superficie peritoneal (retroperitoneo) recibird el nombre de endometriosis
profunda (EP). En la EP se veran afectas las capas mas superficiales (serosas) asi como

las capas musculares llegando en algunas ocasiones a las mucosas [10].

Se ha propuesto [11] que el término de EP se aplique Unicamente en aquellas lesiones

gue cumplan las siguientes condiciones:

- Lesiones ubicadas en el retroperitoneo.

- Que dichas lesiones se encuentren localizadas en ubicaciones diferentes de la
endometriosis comun.

- Que afecten a diferentes drganos pélvicos (intestino, uréter, vejiga, tabique
recto-vaginal) pudiendo alterar la calidad de vida de la mujer por la presencia de

dolor abdominal severo.

En términos de localizacion de estas lesiones profundas, la ubicacién mas frecuente es
el compartimento posterior (fondo del saco de Douglas; 55%) seguido del
compartimento lateral (ligamentos Utero sacros; 35%) y finalmente podemos encontrar
en el compartimento anterior (repliegue besico vaginal; 11%). Los 6rganos y estructuras
afectados se ha comprobado que siguen la siguiente distribucidon en cuanto a términos

de afectacion [12] (Figura 2).
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6% [ 2%

Vagina
169

Figura 2. Distribucidon de los 6rganos afectados por EP [12]

1.3 HISTOLOGIA DE LA ENDOMETRIOSIS

Clasicamente, desde un punto de vista histoldgico, la endometriosis se ha definido como
la presencia de glandulas endometriales y estroma en localizacidn ectopica, fuera de la

cavidad uterina [13] (Figura 3).

Figura 3. Glandula endometrial. Se observa una glandula endometrial con una pequefia capa periglandular de

estroma endometriético que contiene vasos sanguineos dilatados [13].

Los estudios histolégicos de las lesiones endometridsicas han podido corroborar que

dichas lesiones son diferentes en funcion del tipo de lesién [13].
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En el caso de la endometriosis peritoneal podemos distinguir 3 tipos de lesiones en

funcidn del grado de desarrollo de esta.

1. Lesiones rojas: Son lesiones correspondientes a los estadios iniciales de la
enfermedad. Se las ha nombrado asi por su color rojo brillante que procede de la
prominente red vascular entre el estroma recientemente implantado hacia la superficie
y las capa peritoneal y subperitoneal. La vascularizacion de los implantes peritoneales
es uno de los aspectos mas importantes para permitir el desarrollo del subsiguiente
tejido glandular endometrial. Ademas, en estas lesiones encontramos una moderada
actividad proliferativa que junto con la deteccién en el liquido peritoneal de
mataloproteinasas de matriz (degradan el coldgeno y permiten la remodelacion de la
matriz intercelular) facilitan la diseminacion de los implantes a otras zonas del peritoneo

[14].

En este estadio inicial, estos implantes guardan estrechas similitudes con el endometrio
eutodpico en cuanto a segregacion de factores de crecimiento endotelial y presencia de

receptores en superficie de estrégeno y progesterona.

En este estadio también se corresponde a la endometriosis inicial, activa o funcionante.

2. Lesiones negras: después de la fase inicial de adhesidén de las células endometriales a
la membrana basal, es necesario que se produzca una degradacién parcial de forma
continua de dichos implantes y posteriormente un nuevo crecimiento. Se produce una
cicatrizacion periférica que congestiona el implante y da un aspecto engrosado a las
glandulas, con un color mas oscuro (Figura 4) debido a que su interior queda pigmentos
sanguineos encerrados. En estas lesiones el proceso de vascularizacién es menor que en
el caso de las lesiones rojas, predominando procesos inflamatorios, hemorragias y
fibrosis. Se trata de lesiones menos activas que no van a responder a la accion hormonal
bien sea enddgena o exdgena. Estas lesiones corresponden a formas intermedias

caracterizando un cuadro de endometriosis avanzada poco activa [15].
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3.0pacificaciones / lesiones blancas: son lesiones inactivas, que se consideran
cicatrizadas, en reposo o latentes (Figura 4). Caracterizadas por estar compuestas en su
mayor parte por tejido fibroso, aunque en algunas ocasiones pueden tener pequefias

estructuras glandulares con escaso corion citogénico y tejido fibroso cicatriza. Estamos

entonces ante una endometriosis latente o inactiva.

ROJAS NEGRAS BLANCAS
(Lesiones iniciales activas) (Lesiones avanzadas poco activas) (Lesiones latentes inactivas)

Fibrosis

Opacificaciones blancas

Vesiculares ‘ ’ Marrones ‘ ’ Defectos peritoneales ‘

Figura 4. Tipos de lesiones peritoneales. Se suelen dividir en implantes activos, intermedios o no activos; o
bien en implantes tipicos (” en grano de pdlvora”) o atipicos [16].

Existe otra clasificacion para las lesiones peritoneales siendo esta la que las distingue
entre tipica o atipicas. En el caso de las lesiones tipicas son las lesiones que llamamos
negras o en “quemadura de pélvora” que son las que siempre se han vinculado mas con

la endometriosis.

Por otro lado, las lesiones atipicas también aparecen con cierta frecuencia pudiendo

presentar aspectos variados como podrian ser lesiones rojas (petequiales, polipoides,
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vesiculares, hemorragicas o en llamarada) lesiones negras (pardas o marrones) o
lesiones blancas (fibréticas, opacificaciones blancas, adherencias y defectos

peritoneales) compuestas por dreas y fibrosas y cicatrizacion [17,18].

En el caso de la endometriosis ovarica, esta se encuentra caracterizada por focos
superficiales (recuerda a la endometriosis peritoneal) asi mismo también es frecuente

encontrar morfologias de quistes achocolatados y endometriomas.

Los nddulos endometridsicos profundos se encuentran caracterizados por la presencia
de células de musculo liso y reaccién fibrosa y son pocas las células endometriales que
encontramos en estas lesiones. De hecho, esta presencia de células glandulares
inmersas en matriz muscular ha sido descrita por algunos autores como una

adenomiosis retroperitoneal [19].

Hoy en dia los especialistas manejan muchas y muy diversas clasificaciones de la
patologia, aunque ninguna de ellas llega a establecer una correlacidon entre estadios,
tipos y gravedad de los sintomas que manifiestan las pacientes. Del mismo modo que
ninguna clasificacion clarifica el prondstico de la patologia ni a nivel reproductivo ni

evolutivo.

De la variedad de clasificaciones que existen la mds conocida y empleada por los
facultativos especialistas es una revisidon de la propuesta por la American Society For
Reproductive Medicine (ASRM) de 1996 (Anexo 1). Esta versién supone un actualizacion
de la propuesta por la American Fertility Society (AFS) (Anexo 2) de 1979, ya que la de
la ASRM contempla la morfologia, invasidn del tejido y ubicacion anatémica de la lesion.
Segln la clasificacién de la ASMR la endometriosis quedaria estratificada en los 4 grados

gue se recogen en la Figura 5.
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ESTADIO | (Minima)
- Implantes aislados
- Sin adherencias

ESTADIO Il (Leve)
- Implantes superficiales < 5 cm
- Adheridos o diseminados sobre la superficie del peritoneo y ovarios

ESTADIO Il (Moderada)
- Implantes multiples, superficiales o invasivos
-Adherencias alrededor de las trompas

ESTADIO IV (Severa)

- Implantes multiples, superficiales y profundos

- Grandes endometriomas ovaricos
- Usualmente con adherencias membranosas extensas

Figura 5. Clasificacion de los grados de la endometriosis segtin la ASRM.

1.4 ETIOPATOGENIA

Hoy en dia no existe una hipdtesis clara que consiga explicar la etiopatogenia de la
endometriosis. Actualmente se considera que el origen de la enfermedad es

multifactorial, continuando por discernir el origen principal.

Son muchas las teorias que se han ido postulando a lo largo de la historia de esta
patologia que buscaban dar una explicacién a su origen.
A continuacidn, se recogen en la Tabla 1 las principales teorias que explican el origen de

la endometriosis.
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TEORIAS SOBRE EL ORIGEN DE LA ENDOMETRIOSIS

ORIGEN BASADO EN EL ENDOMETRIO ORIGEN BASADO EN ENDOMETRIO

UTERINO O TEORIAS DE DISEMINACION EXTRAUTERINO O TEORIAS DE LA

TRANSFORMACION

IMPLANTACION (MENSTRUACION MEDULA OSEA (CELULAS MADRE

RETROGRADA) MESENQUIMALES, HEMATOPOYETICAS O
ENDOTELIALES)
DISEMINACION VESICULAR, LINFATICA O RESTOS MULERIANOS
NERVIOSA
METAPLASIA CELOMICA
INDUCCION

Tabla 1. Teorias etiopatogénicas clasicas. Teorias basadas en que el origen de la endometriosis es en endometrio
uterino o teorias de diseminacidn (columna izquierda). Teorias basadas en que el origen se encuentra en endometrio
extrauterino o teorias de transformacion celular (columna derecha).

1.4.1 TEORIAS BASADAS EN EL ORIGEN DE LA ENDOMETRIOSIS EN ENDOMETRIO
UTERINO

|) TEORIA DE LA MENSTRUACION RETROGRADA

Propuesta por Sampson en el 1927 [20], es la teoria que actualmente mas aceptada esta.
Dicha teoria propone que durante la menstruacion existe un reflujo de células
endometriales que viajan a través de las trompas de Falopio hasta la cavidad peritoneal.
Una vez se encuentran en el espacio del peritoneo, dichas células tienen la capacidad de
adherirse, proliferar y llevar a cabo toda una serie de procesos angiogénicos que les van
a permitir sobrevivir [20]. Esta teoria propone entonces, que dichas células suponen un
autotransplante, en el que parte del tejido endometrial eutdpico se trasplanta a

ubicaciones ectopicas del cuerpo.

Esta teoria se ve respaldada por una serie de estudios:

A) Se plantea un reflujo de células endometriales durante la menstruacion,
practicamente en todas las mujeres en la que células de endometrio eutdpico viajen a
través de las trompas de Falopio [21]. Se ha visto que este reflujo esta estadisticamente
relacionado con el hiperperistaltismo uterino [22]. En este punto, las células

endometriales refluidas que se encuentran en la cavidad peritoneal se encuentran en
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condiciones de adherirse, invadir, implantarse y proliferar. En diversos estudios se
discernié que estas células endometriales refluidas tenian la capacidad de adherirse al
peritoneo porque presentaban en su superficie integrinas (moléculas de adhesion) [23—
25]. Una vez estas células de endometrio eutépico conseguian adherirse, ponen en
marcha todo un proceso de remodelacidn para poderse implantar. Esta capacidad se la
confieren las metaloproteasas que presentan, cuya funcién sera degradar la membrana
basal y otros componentes de la matriz extracelular, imprescindibles para comenzar
todo el proceso de remodelacién celular [26] Por otro lado, ademds de todo el proceso
de remodelacion celular y con el fin de asegurar la supervivencia de dichos implantes se
ha visto que estas células producen una gran cantidad de factores angiogénicos

imprescindibles para la neovascularizacion. [27-29].

B) La manera en la que encontramos distribuidas las lesiones endometridsicas también
suponen un punto de apoyo para esta teoria. Los implantes endometridsicos se
encuentran mas comunmente en regiones caudales debido al efecto de la gravedad y
en contacto con el reflujo tubarico, estas localizaciones son en los ovarios y en la hoja
posterior del ligamento ancho [27]. Ademas, en el caso de las lesiones endometridsicas
profundas también se cumple esta regla ya que las zonas mas comunes donde podemos
encontrar estos implantes son las zonas posteriores de la pelvis (fondo del saco de
Douglas y la region del tabique rectovaginal [12].

Segun estudios llevados cabo por el grupo de Linda Giudice [7], queda patente que cerca
del 90% de las mujeres presentan menstruacion retrégrada, no todas ellas sufren
endometriosis, esto nos evidencia que deben existir otros mecanismos que impiden que

las células endometriales migradas se implanten.

Otro punto débil de esta teoria radica en que mediante estos postulados no somos
capaces de dar una explicacién a la presencia de endometriosis fuera de la cavidad
peritoneal. Por otro lado, son muchas las dudas que surgen de como esta teoria de la
menstruacion retrograda podria dar explicacién al hecho de encontrar lesiones
endometridsicas en recién nacidos, en la etapa menopausica de las mujeres, en mujeres

sin Utero o incluso en varones [30].

10
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I1). TEORIA DE LA DISEMINACION LINFATICA, VASCULAR O NERVIOSA.

Esta teoria comparte con la anterior en que fragmentos de endometrio eutdpico
migraran a otras zonas del cuerpo mediante diferentes vias, entre las cuales se han
propuesto que lo pueden hacer a través de los vasos sanguineos, vasos linfaticos [31]
incluso se ha podido encontrar que las fibras nerviosas sirven como canal de
diseminacidn [32]. Estos estudios permiten explicar cdmo podemos encontrar lesiones

endometridsicas en otras localizaciones abdominales o extra-abdominales.

La evidencia que mas refuerza esta teoria de las vias alternativas de diseminacion de
endometrio eutdpico es la presencia de endometrio ectdpico en localizaciones muy
distantes del Utero como pulmodn, cerebro o hueso [33].

1.4.2 TEORIAS BASADAS EN EL ORIGEN DE LA ENDOMETRIOSIS EN ENDOMETRIO
EXTRAUTERINO

). TEORIA DE LA METAPLASIA CELOMICA

El término metaplasia en el campo de la histologia se conoce como un cambio
histolégico de un epitelio maduro en otro de un tipo diferente. De manera que un
cambio metaplasico supone un paso atras en el proceso de diferenciacién y
especializacion celular, generalmente hacia formas mas primitivas para posteriormente

evolucionar, madurando hacia otra clase de celular [34].

La metaplasia celdmica esta basada; en que tanto el endometrio como el epitelio que
recubre la superficie ovarica podrian tener un mismo precursor embrionario derivado
del epitelio celémico y que ambos podrian sufrir procesos metaplasicos hasta

transformarse en tejido endometrial [35].

Se ha propuesto como agentes causales de dicha metaplasia a las dioxinas externas. Con
esta teoria se podria dar explicacion al fendmeno que, pese a que la mayoria de las
mujeres presentan menstruacion retrégrada, tan solo una pequefia parte de ella padece
endometriosis, asi como mujeres que puedan desarrollar la enfermedad aun en

ausencia de la menstruacion [36].

11
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I1). TEORIA DE LA INDUCCION

Esta teoria se trata de una ampliacién de la teoria de la metaplasia celémica ya que
postula que las células del peritoneo podrian llegar a transformarse en células
endometriales por metaplasia, siempre que este cambio fuera originado por un estimulo

de diferente naturaleza ya fuera inmunoldgico, hormonal o incluso genético [37,38].

I11). TEORIA DE LOS RESTOS EMBRIONARIO MULLERIANOS

Dentro del proceso del desarrollo del aparato genital, las células que conforman los
conductos Miiller sufren un proceso de migracion, dicho proceso puede tener como
consecuencia la presencia de células remanentes millerianas en sitios ectopicos, las
cuales, mantienen su capacidad de diferenciacidon en respuesta al estimulo estrogénico.
Esta teoria propone que bajo la influencia de los estrégenos al inicio de la pubertad o
bien como respuesta a agonistas estrogénicos, las células millerianas ectépicas avanzan

hacia el desarrollo de lesiones endometridsicas [39,40].

IV). TEORIA DE LAS CELULAS MADRE DE LA MEDULA OSEA

Dicha teoria propone que células progenitoras (células madre) que provienen de la
médula ésea (células tipo mesenquimal o endotelial) podrian a través de la circulacidn,
diferenciarse en tejido endometrial ubicdndose en distintas localizaciones [30,41,42].
Esto explicaria por que pueden tener endometriosis pacientes sin Utero o hombres con
cancer de prdstata, asi como pacientes sometidos a tratamientos con dosis elevadas de

estrogenos.

Existen teorias que combinan postulados de varias de las anteriores ya que por si
mismas no pueden dar lugar a una explicacién completa de la etiopatogenia de la

endometriosis [43,44].

Actualmente, se proponen diferentes origenes para cada una de las manifestaciones
clinicas de la endometriosis. Asi, para explicar las endometriosis peritoneales la teoria
gue mas se ajusta es la de la implantacidn. Por el contrario, la endometriosis profunda

donde las lesiones se situan principalmente en el tabique rectovaginal, algunos autores

12
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proponen que pudiera deberse a procesos metapldsicos que sufren los restos
mdillerianos localizados en el septo rectovaginal [8]. No obstante, también hay
discrepancia entre los diferentes autores ya que otros autores ante el mismo tipo de
lesion proponen que se producen como consecuencia del reflujo menstrual y que
posteriormente este endometrio ectépico en funcién de su agresividad y de la respuesta
inflamatoria que es capaz de desencadenar, van infiltrando los distintos 6rganos en los

gue se localizan los implantes [11].

1.5 ARNs NO CODIFICANTES

Basandonos en el dogma central de la biologia molecular (Figura 6), sabemos que en las
células eucariotas lo genes contienen la informacién necesaria para codificar las
proteinas Propuesta por Crick en1970. Este dogma nos dice que la informacion genética
contenida en el ADN que se encuentra en el nucleo es transcrita a una molécula mono
hebra que contiene los tripletes de bases nitrogenadas que corresponden con los
codones que codifican para cada aminodcido, y sélo sabiamos que nuestro material
genético se transcribia a proteinas. Esto se dio por sentado hasta que en 1965 se
descubrio es primer fragmento de ARN no codificante. Este fragmento que no codificaba
para ninguna proteina correspondia a un RNAt (ARN de transferencia) para la alanina
descubierto en levadura comun [45]. Desde entonces, el conocimiento y los papeles que
estos fragmentos no codificantes desempefan han experimentado un gran aumento.
También se ha visto que estos fragmentos desempenan roles fundamentales en la

regulacién génica, a diferentes niveles [46].

13
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Figura 6. Dogma central de la biologia molecular

Hoy en dia ya se considera que el RNA no es una simple molécula mensajera entre el
DNA vy las proteinas, ya que son muchas las evidencias de que estas moléculas juegan
roles nuevos como moléculas reguladoras de la organizacion del genoma y de la
expresion génica. Los RNAnc (ARN no codificantes) desempefian sus funciones
reguladoras a diferentes niveles, incluso a nivel epigenético se ha visto que son capaces
de controlar la diferenciacion celular e incluso se les ha relacionado con diferentes

patologias.

Se ha visto que los RNAnc son reguladores clave en la expresidn genética, en la
estabilidad del genoma e intervienen en la defensa de la insercién de elementos
genéticos exdgenos en el genoma propio (Tabla 2). Cabe destacar que los RNA no
codificantes que se encuentran codificados en el genoma nunca llegan a ser proteinas,
demostrandose asi que estas moléculas podian cumplir una gran diversidad de

funciones que para nada eran las que se esperaban desde un primer momento [47].

14
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Figura 7. Tipos de RNAs no codificantes (RNAnc). Modificado de Piquer-Gil M et al [48].

1.5.1 IDENTIFICACION DE LOS RNA no codificantes: Proyecto ENCODE

Como ya hemos dicho los ARNnc son fragmentos de RNA que son transcritos a partir del
DNA pero que estos no son traducidos en proteinas. La principal funcién de los ARNnc

es regular la expresidn genética a nivel transcripcional y post-transcripcional.

A su vez los RNAnc se pueden dividir en dos grandes familias; RNAnc estructurales o
RNAnNc reguladores. Dentro de los RNAnc reguladores los podemos clasificar en funcion
de su longitud en RNAnc cortos (< de 30 nucledtidos) o RNAnc largor (> de 200
nucledtidos) [49]. La cantidad de RNAnc que hay codificados en el genoma humano se
desconoce, aunque estudios bioinformaticos recientes han descrito la secuencia de

miles de ellos [50]. Una gran aportacion de la identificacion de dichos RNAnc ha sido la

15
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ENcyClopedia of DNA Elements (ENCODE http:// www. genome. gov /enccode /) creada
en 2003. Las conclusiones sobre este proyecto piloto fueron publicadas en junio del
2007 [51-53].

El proyecto ENCODE se centrd en definir los fragmentos de RNA, identificar los sitios
reguladores de unidon donde se unian en diferentes tipos de células y que funciones
realizaban como reguladores y a que niveles desde distintas aproximaciones, a) nivel
gendmico, se encontraron elementos funcionales donde mutaciones y modelos knock-
down demostraron fenotipos asociados a la secuencia genémica, b) permitian ver la
conservacién evolutiva como indicador de las secuencias funcionales y ademas, c) desde
una vertiente bioquimica sirvié para caracterizar la actividad de los ARNnc en tipos

celulares especificos y procesos moleculares concretos [54].

Diferentes estudios bioinformaticos sobre regulacion génica y metabolismo y procesado
de RNA han descrito una nueva variedad de secuencias no codificantes, que incluyen
promotores, enhancers (sitios de unién), silenciadores y genes de RNAnc. Estos
elementos no codificantes estan asociados con la cromatina o con diferentes
mecanismos que regulan la transcripcién, como por ejemplo intervienen modificando
las histonas, en la metilacién del DNA, en como de accesible esté el DNA a la DNAsa [55—

57].

La mayoria de los RNAnc se pueden considerar como secuencias estructurales. Los RNAs
pequeios son capaces de modificar la estructura de la cromatina y silenciar la
transcripcién guiando al complejo argonauta hacia las cadenas de RNA complementario

recién sintetizado bloquedndolo, o mediando la metilacidn de las histonas.

1.5.2 miARNs

Sera en el 1993 cuando los investigadores Victor Ambros, Rosalind Lee y Rhonda
Feinbaum, en un estudio llevado a cabo con el gene lin-4 que controlaba los tiempos del
desarrollo larvario de Caenorhabditis elegans describirian el primer microRNA (miRNA)
cuya funcion era la de reprimir la expresion de line-4. Asi desde ese momento se abrid

una nueva linea de investigacion en la regulacion de la expresion gendmica [52,53].
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Se definié entonces a los miRNA como pequeifios RNAnc de unas 21-22 nucledtidos
capaces de regular la expresion génica y que desempefian papeles fundamentales

regulatorios en una gran cantidad de procesos bioldgicos [58—61]

Los miRNA eran capaces de inhibir la traduccién de cientos de RNAm ya que eran
capaces de unirse a una secuencia especifica de la molécula de RNAm (seed sequence)
y segun el grado de complementariedad que presentaran se puede llegar a la inhibicién

de la traduccién o a la degradacién de la molécula de RNAm [36,58,60,61].

Posteriores estudios funcionales de los miRNAs arrojaron luz sobre la influencia
reguladora en que estos RNAnc tenian sobre secuencias dianas localizadas tanto en
genes relacionados con determinados procesos fisiolégicos, asi como patoldgicos
incluyendo como objeto de regulacién de estos determinadas patologias ginecoldgicas

entre las que se encuentra la endometriosis [49,62—-66].

Es importante destacar algunos aspectos de los miRNAs como que son especificos de
cada tipo de tejido; ademas se ha descrito que se unen a las regiones 3’ UTR de lo mRNAs
pudiendo asi unirse a estas regiones una gran diversidad de miRNAs, y por ultimo
también se sabe que un miRNA puede tener la capacidad de unirse como elemento
regulador a cientos de mRNA diferentes. Por lo que se llegd a la conclusién que cambios
en el perfil de expresién de miRNAs de una célula podia afectar a muchisimas funciones

celulares [58,62—-64,67,68].

1.5.3. BIOGENESIS DE LOS miRNAs

A) VIA CANONICA DE BIOGENESIS DE miRNAs

Para explicar la biogénesis de los miRNAs o microRNAs debemos remontarnos a las
primeras observaciones que el cientifico Victor Ambros [58] y sus colaboradores,
pioneros en este campo Rosalind Lee [52]y Rhonda Feinbaum [53] hicieron con el gen

line-4 de C. elegans.

Se conocia que era un gen que intervenia en el desarrollo larvario de C. elegans, sin
embargo, este gen no codificaba ninguna proteina. En lugar de ello producia un par de
pequeifas moléculas de RNA [52]. Una de estas moléculas de RNA contenia

aproximadamente 22 nucledtidos, la otra molécula era un poco mas larga alcanzando
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los 61 nucledtidos. Los autores propusieron que la molécula mds larga (plegada en
bucle) podria ser el precursor a partir del cual se formaria la otra molécula mas corta.
En los laboratorios de Ambros y Ruvkun [69] se dieron cuenta entonces, que los RNAs
procedentes de lin-4 tenian multiples sitios anti-sentido complementarios en la region
3’ UTR con el gen lin-14 [52,69]. Esta complementariedad en la regidon 3’ UTR, fue
propuesta como una posible mediacién de la represidn de lin-14 por el producto génico
de lin-4 [69]. Seria el laboratorio de Ruvkun [69] quien llegd a demostrar la importancia
de esta complementariedad en la regulacién de lin-14 por lin-4, mostrando que esta
regulacion reducia considerablemente la cantidad de proteina LIN-14 sin un cambio

significativo en los niveles del mRNA para lin-14.

A partir de estos experimentos iniciales se comenzé a discernir el proceso por el cual se
podian formar los miRNA. Se ha visto que los los miRNAs se encuentran codificados
principalmente en regiones intergénicas o intrones de sus genes diana. En estos casos
un miRNA se transcribe al mismo tiempo que su gen huésped, de manera que le
proporciona una regulacion acoplada de ambos. Otros pri-miRNA pueden estar
codificados en regiones intrénicas de genes que codifiquen para proteinas o no o incluso
también en exones de miRNAs largos que no codifican para proteinas. Sin embargo,
otros miRNA muestran un promotor comun formando asi unidades policistronicas

conteniendo muchos bucles que podran ser procesados a miRNAs maduros [50].

El proceso de biogénesis de los miRNA (Figura 8) comprende un conjunto de etapas
secuenciales partiendo desde el mi RNA primario hasta que llega a ser un mi RNA
maduro. Este proceso se inicia en el nucleo de las células y termina en el citoplasma de
las mismas, lugar donde realizara su funcion. Se transcriben gracias a la accion de la RNA
polimerasa Il, que sintetiza una molécula larga de RNA que puede llegar a alcanzar una
longitud de una kilo base; esta molécula recibe el nombre de miRNA primario (pri-RNA).
Este transcrito primario tiene una estructura llamada “horquilla-tallo-bucle” (del inglés
“hairping-stem-loop”), la cual sufrirda un proceso de corte en el nucleo por una
endonucleasa llamada RNA polimerasa lll, también conocida como Drosha [53,70,71]
gue estd asociada a la proteina DGCR8 en mamiferos (del inglés DiGorge sindrome
critical region gene 8 protein) o Pasha en Drosphila y C.Elegans. La funcion de Drosha

junto con su cofactor DGCRS8 es cortar de forma asimétrica ambas cadenas en los sitios
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cercanos a la base de la estructura primaria en forma de horquilla, el resultado de dicho
corte sera el pre-miRNA cuya longitud variara entre los 60-70 nucledétidos. La proteina
DGCRS interactua con los pri-miRNAs a través de los segmentos de ssRNA y el tallo
[53,72]. A continuacidn, el pri-miRNA sera exportado al citoplasma a través del complejo

dependiente de RAN-GTP que es la exportina-5 [73,74].

Una vez dicha molécula se encuentra en el citoplasma, la molécula de GTP (Guanosine-
5'-triphosphate) serd hidrolizada a GDP (Guanosine diphosphate) y el pre-miRNA sera
entonces liberado del complejo exportador. Posteriormente, esta molécula sera cortada
por la endonucleasa RNAasa lll (ribonucleasa) también conocida como Dicer, que se
encuentra asociada a las proteinas TRBP (del inglés “Tansactivation Response RNA-
Binding Protein”) y a la proteina quinasa activadora dependiente de RAN de cadena
doble inducible por interferon (PRKRA, del inglés protein kinase interferdn-inducible
doublé stranded RNA dependent activator) en mamiferos que formara el complejo de

procesamiento de pre-miRNAs.

El resultado de la accién de este complejo serd a una molécula de doble cadena
conocida como mIiRNA duplex; con una longitud de unos 22 nucledtidos [75].
Posteriormente, este complejo se ensambla con la proteina Argonauta 2, para formar el
complejo silenciador inducido por mi RNAs (miRISC del inglés miRNA-induced silencing
complex). Este ultimo paso definira los extremos 3’ y 5’ de un fragmento y los 5’ y 3’ de
la hebra complementaria [57]. Seguidamente Dicer transfiere el mi RNA duplex a la
proteina AGO (Argonauta) que es el nucleo de RISC (del inglés “RNA-Induced Silencing
Complex). En este momento, dicho complejo recibe el nombre de pre-RISC. El RISC
maduro se consigue una vez que se elimina una de las dos hebras del RNA duplex y este

proceso recibe el nombre de seleccién de hebras (Figura 8).
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Figura 8. Proceso de biogénesis de los miRNAS.

El factor determinante del proceso de “seleccién de hebra” parece ser un factor
termodinamico, determinado principalmente por el orden de los cuatro primeros
nucleétidos del RNA-duplex. Por tanto, el extremo que contenga interacciones mas
débiles se desenrollara preferentemente y permanecerd, es la llamada “hebra lider”

mientras que la otra hebra denominada “hebra pasajera” no sera seleccionada [74].

El complejo RISC maduro posee la capacidad de hacer un barrido por el espacio
citoplasmatico en busca de un RNAm capaz de experimentar complementariedad con el
miRNA que lleva cargado. El emparejamiento del miRNA con el RNAm quedara
determinado por las interacciones de Watson-Crick entre la region 3’UTR (regién no
traducida) del RNAm una region corta de nucleétidos en las posiciones 2 a 8 del miRNA
conocida como la “seed sequence”. Ademas de este tipo principal de interaccidn entre
el ARNm y el miRNA, también se ha estudiado y definido por poseer un relevante interés
clinico [75]el apareamiento del miRNA con la regién 5’UTR y que nucleétidos cercanos
a la secuencia “seed” también pueden influir en la determinacion del destino RNAm

[60].

Existe la opcion de que un Unico pre-miRNA pueda convertirse en multiples miRNAs

maduros mediante el mecanismo de “splicing“alternativo. Estos diferentes miRNAs
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maduros que proceden del mismo pre-miRNA reciben el nombre isomiR. Como
consecuencia de este procesamiento diferencial del RNA precursor puede originar
distintas regiones diana o “seed sequence” que se traducira en la practica en una
diferente afinidad por otros lugares de union de distintos RNAm que vayan a regular

[50,76].

En este contexto, la expresion celular especifica de diferentes isomiRs implica una
expresion proteica diferente y dependiendo del tipo de célula cada variante de miRNA

le conferira un significado biolégico.

B) VIA NO CANONICA

Se han identificado algunos miRNAs que se generan por una via de biogénesis diferente
a la candnica y que reciben el nombre de miRNAs no candnicos. También se ha
relacionado que muchos de estos miRNAs no candnicos se encuentran implicados en

diversas patologias humanas, incluido el cancer [77-80].

1.5.4 miRtrones

Recientemente se han identificado diferentes vias de biogénesis de miRNA. Por ejemplo,
algunos pri-miRNAs no candnicos estan codificados en intrones de genes codificadores
y se denominan miRtrones [81]. Todos los miRtrones se procesan inicialmente por la
maquinaria nuclear como intrones tipicos y forman horquillas estables, pero a diferencia
de los pri-miRNAs candnicos, estas horquillas tienen un tallo mds corto [82]. La
consecuencia del acortamiento de la secuencia es que no pueden ser procesadas por
Drosha/DGCR8 (del inglés “Double-strand RNA-specific endoribonuclease/ DiGeorge
syndrome critical region gene 8), sino que se someten a un proceso de corte llevado a

cabo por la enzima DBR1 (debranching enzyme S. Cerevisiae homolog 1) [83].

Posteriormente, y del mismo modo que ocurre con los miRNAs generados por la via
canodnica los miRNAs derivados de miRtrones serdn exportados al citoplasma desde el
nucleo unidos a la proteina exportina 5 y procesados por DICER (del ingles” (Double-

stranded RNA-specific endoribonuclease”).
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Recientemente se ha desarrollado un algoritmo que sirve para poder distinguir de
manera predictiva que miRNAs han sido generados por la via candnica y cuales de ellos
derivan de los miRtrones en funcién de la longitud de la horquilla y el contenido en

guaninas y citosinas [84].

1.5.5 Procesamiento de miRNAs independientes de DICER

Hasta ahora, sélo se ha descrito que existe un miRNA cuyo procesamiento es
independiente de DICER. Se trata del pre-miR-451, que presenta una estructura de tallo-
bucle, mas corta, por lo que no puede ser escindida por DICER y requiere por el contrario
de la actividad cortadora de AGO2 para su maduracién [85]. El apareamiento de bases
imperfecto en el tallo y el bajo grado de contenido GC (guanina y citosina) en el tallo
distal de pre-miR-451 son los factores que determinan que su procesamiento sea a cargo
de AGO2 que posteriormente cargarlo en el complejo RISC. No podemos olvidar que el
factor de iniciacidon de la traduccion en eucariotas (EIF1A) que forma parte de RISC,

también es crucial para el correcto procesamiento de miR-451[86].

1.5.6 miRNAs derivados de RNA nucleolares pequenos

Los RNA nucleolares pequefios (snoRNA) son una clase de RNA no codificante que se
encuentran en el nucléolo de muchos organismos. Se ha descubierto que se unen a
proteinas AGO, en muchos casos interfiriendo con el proceso expresion génica a nivel
de traduccién del mRNA. Asi mismo se ha propuesto que también a su vez son

modificadores de RNAr, RNAt y RNAsn [87].

Los snoRNA se clasifican seguin la presencia de submotivos en clases de caja C/D o caja

H/ACA (Figura 9) [88].
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Figura 9. Caracteristicas anatémicas de los snoRNA de C/D y H/ACA. A) La estructura secundaria de la caja de snoRNA
C/D implica secuencia conservadas (caja C y caja D) que se emparejaran con su RNA diana. B) Los snoRNA de H/ACA
estan formados por dos unidades de horquilla separadas por una bisagra monocatenaria que contiene la caja H. Cada
estructura de horquilla estd formada por un vastago inferior, una bolsa de pseudouridilacion, un vastago superior y
un bucle apical. El RNA diana estd contenido en el bolsillo de pseudouridilacion [88]

También hay muchas moléculas de snoRNA que carecen de cualquier objetivo/ diana
por lo que potencialmente siguen vias distintas a las canénicas y poseen otras funciones.
Estos snoRNA se han denominado snoRNA huérfanos [89,90]. Se encontraron que
algunos snoRNA podian ser una fuente de miRNAs que siguiera la via candnica en

algunos casos [91,92].

Otro estudio caracterizé al snoRNA GIsR17 de Giardia lamblia como un precursor de un
miRNA dependiente de Dicer, pero independiente de Drosha / DGCR8 que participa en

la represion translacional[92].

Estos estudios han ampliado el conocimiento que poseemos sobre cudles son las
funciones bioldgicas de los snoRNAs y han puesto de manifiesto que esta familia de
pequeios RNAs también es una fuente de miRNA funcionales que se sintetizan por
medio de una via biosintética distinta a la candnica y que cuyo objetivo también es el

silenciamiento de la expresion del RNA.
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1.5.7 miRNAs derivados de RNAt

Se ha observado que una fuente muy distinta de miRNAs generados por vias no
candnicas, son los derivados del RNA de transferencia (RNAt) [93] La estructura de hoja
de trébol de los RNAt es un sustrato para DICER, que es capaz de escindir el tallo de RNAt

en fragmentos de RNA, generando asi un RNA derivado de RNAt [94,95].

Estas nuevas lineas de sintesis de miRNAs a partir de un RNAt comenzaron a explorarse
poco después del descubrimiento de un miRNA derivado del RNAt de isoleucina. Dichos
miRNAs se diferencian de los miRNAs cldsicos en la ruta biosintética pero su funcién es
la misma, siguen participando en el silenciamiento de la expresidn del mensaje genético.
La ruta biosintética de los miRNAs derivados de RNAt surge de que las enzimas de
procesamiento de los RNAt como puede ser la RNAtasa Z, son capaces de liberar

especies funcionales similares a miRNAs (Figura 10).

)

Dicer P—— —

Figura 10. miRNAS dependiente de tRNasa Z. Se cree que estas especies de miRNA son subproductos de la via de
maduracién del tRNA. Los pre-miRNAs generados son luego procesados por Dicer en miRNAs maduros. [93].

Uno de los primeros estudios en los que se observaron miRNAs derivados de RNAt
fueron los llevados a cabo en células infectadas por VIH. Se detectaron fragmentos de
RNA correspondientes a una porcion del RNAt-Lys de la célula huésped, que se conoce
gue es capaz de unirse a un lugar del genoma del VIH para ser utilizado como cebador
para la transcriptasa inversa. Se encontré que este RNA de unos 20 nucledtidos
aproximadamente se unia a las proteinas AGO2. También se vio que se expresaba

proporcionalmente al nivel de expresién de VIH [96].

Otro equipo, que trabajé con célula de carcinoma de prdstata humano encontré 17
fragmentos de RNA correspondientes a secuencias de RNAt. Estos fragmentos

descubiertos tenian una longitud entre 18-22 nucledtidos y se encontrd que derivaban
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de los extremos 3’ y 5’ de los RNAt maduros o de la regidn final de los RNAt precursores.
Uno de dichos fragmentos de RNA descubierto era el tRF-1001 que correspondia al
precursor tRNA-Ser-TGA. Se vio que se encontraba muy expresado en varios érganos y

dicha tasa de expresion se correlacioné con la tasa de proliferacion celular.

Otro estudio mostré que junto con los miRNAs los fragmentos de RNAt eran las
principales fuentes de pequefios RNA en las células Hela inmortales. Se encontré que
los cuatro RNAt mas abundantes en las células HeLa (RNAt-Lys, RNAt-Val, RNAt-GIn y
RNAt-Arg) estaban escindidos en sus extremos 5’ por Dicer para producir abundantes
fragmentos de RNA de 19 nucledtidos de longitud. Aunque estos fragmentos se
generaron por la accion de DICER y se unieron a AGO1 y AGO2 se encontrd que eran
mas sensibles a la disminucidon de la cantidad de DICER disponible que otros miRNAs.
También se vio que su union a las proteinas AGO eran menos estable que los complejos

miRNA-AGO generados por la via candnica [97].

Todos los estudios anteriores entre otros ponen de manifiesto que los RNAs derivados
de RNAt, difieren de las caracteristicas tipicas de los miRNAs de mamiferos. No obstante,
desde su descubrimiento se han idos postulando diferentes teorias e hipotesis sobre su

funcidn bioldgica [97].

Todavia hoy en dia no se ha dilucidado completamente el mecanismo de accidn de estos
RNAt, ya que por una parte actuan como sustratos de DICER como se ha visto en las
células Hela, lo que se traduce en una competencia directa con el pre-miRNA por unirse
a DICER. Esto podria llevarnos a pensar que en realidad su funcién es regular la
generacion de miRNA en lugar de realizar funciones de silenciamiento de la expresion
génica propiamente dicho. O, bien por el contrario, podrian ser los responsables de la

desregulacién de los niveles de miRNA y de la actividad de DICER [93].

1.5.8 MECANISMOS DE ACCION DE LOS miRNAs

Se conoce que estos miRNA silencian la expresidon génica post-transcripcionalmente
uniéndose principalmente a las regiones 3’ no traducidas de su RNAm diana [60].
Aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento de la biogénesis, asi como en las

innumerables funciones bioldgicas que realizan los miRNAs, todavia hay mucho
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desconocimiento sobre los distintos mecanismos moleculares que permiten a los miRNA

silenciar la expresion génica.

Como ya hemos comentado los distintos mecanismos que poseen los miRNAs para
regular la expresion génica siguen siendo objeto de estudios. De hecho, actualmente se

postulan 4 maneras diferentes por las cuales los miRNAs;

Degradacidn co-traduccional de las proteinas.
Inhibicién de la elongacion

Terminacion prematura de la traduccién (caida del ribosoma)

R e

Inhibicidn del inicio de la traduccion

Ademads, los miRNA en animales pueden inducir una degradacién significativa de los
mMRNA diana (como los miRNA de plantas), a pesar del apareamiento imperfecto mRNA-

miRNA.

Sin embargo, el mecanismo de degradacidn suele ser diferente: los miRNA inducen la
degradacion de los mRNA diana mediante la eliminacién de la caperuza (en el extremo

5') y de la cola de poli-adenina (cola de poly-A) en el extremo 3'UTR [60].

Finalmente, los miRNAs podrian también silenciar sus mRNA dianas secuestrandolos en
loci (sitios) citoplasmaticos discretos, son los llamados cuerpos de procesamiento de
MRNA o cuerpos-P ( P bodies), que carecen de maquinaria de traduccién. Sin embargo,
a pesar de las discrepancias existentes entre los diferentes mecanismos propuestos, los
apoyos experimentales para cada mecanismo son variados, y son el objeto actual de
intensos estudios, para tratar de elucidarlas. Se ha sugerido que las diferencias
observadas se deben a deficiencias en los experimentos realizados, en algunos casos
originadas por la utilizacion de modelos errédneos en los estudios de regulacién de la

traduccion [98].

Son varios los estudios actuales realizados en el gusano C. elegans asi como en diversos
estudios realizados con cultivos celulares de mamiferos que demuestran que los miRNAs
reprimirian la sintesis de proteinas una vez iniciado el proceso de traduccién (Figura 11)

[99-101] .
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Aunque estos estudios presentan algunas diferencias en cuanto a sus disefios
experimentales, las conclusiones a las que llegaron fueron muy similares. En estos
estudios observaron que, en gradientes de sedimentacién de sacarosa, los miRNAs
estaban unidos a sus regiones diana del mRNA en forma de polisomas. Dichos estudios
demostraron que estos polisomas traducian activamente dianas de mRNA, aunque se
demostré eran sensibles a una variedad de condiciones que podian inhibir la traduccién.
Entre otros factores que provocan la disociacion de los polisomas en monosomas o bien
hacen que se separen las unidades ribosomales se encuentran sustancias como el

hippuristanol, la puromicina o la pactamicina [100,101].

elF4E

elF4G
PABPC1 ' \

s Proteolysis RISC

Figura 11. Mecanismos de accion de los miRNA en el proceso de silenciamiento génico una vez iniciado el proceso
de traduccidn. A) Mecanismos posteriores a la iniciacion. B) Degradacién co-traduccional de proteinas [60] AGO
(Proteina argonatura) elF4E (Factor de Inicio de la traduccidn) elF4G (proteina de inicio de la traduccién), RISC
(complejo de silenciamiento inducido por ARN), PABPC1 (proteina de unién a poli-A citoplasmatica) GW182 (proteina
clave constituyente de los complejos represores de miRNAs) .

Como hemos comentado anteriormente una parte de las vias moleculares de regulacién
se basan en mecanismos posteriores a la iniciacién. En la figura 11A los miRNA (rojo)
reprimen la traduccién de los mRNA diana bloqueando el proceso de elongacién o bien
facilitando la disociacién prematura de las subunidades de los ribosomas (del inglés
“ribosome drop-off”. En la figura 11B observa la degradacion co-traduccional de
proteinas. Este modelo propone que la traduccién no inhibe, sino que la cadena
polipeptidica en crecimiento se va degradando co-traduccionalmente debido a la accion

de una proteasa.
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En contraposicion a los estudios anteriores, que defendian que los miRNAs detenian el
proceso de traduccion una vez éste habia sido iniciado, tenemos los estudios llevados a
cabo por Pillai et al [102] en los que se pone de manifiesto que los miRNA y sus dianas
correspondientes en el mMRNA no estdn asociados al inicio de la traduccidn para realizar
su funcién inhibidora [102—-105]. Se observé en los estudios llevados a cabo por
Kiriakidou M et al [106] que el dominio central de las proteinas argonautas presentaba
ciertas similitudes con la secuencia de la proteina de union al casquete elF4E (factor de
iniciacion de la traduccion en eucariotas) siendo éste esencial para el inicio del proceso
de traduccién. Con estos resultados se podia proponer que los miRNAs inhibian la
traduccidn en el paso concreto de reconocimiento de la caperuza por parte de elF4E

(Figura 12).

eIF4E

G‘

PABPL1

. cap
/ elF4

RISC RISC  Deadenylation

Figura 12. Mecanismos de accion de los miRNA en el proceso de silenciamiento génico antes del inicio de la
traduccion. A-B-C representan los esquemas de modelos de regulacion de miRNAs antes de la iniciacion del proceso
de traduccion CCR4 (Carbon Catabolite Repression 4), NOT (Negative On TATA-less) [60].

Diversos mecanismos reguladores por parte de los miRNAs son capaces de inhibir el
inicio del proceso de traduccién. En el mecanismo representado en la Figura 12A se
observa como la proteina AGO compite con el elFAE por unirse a la caperuza 3’ (punto

azul marcado como CAP) [60].

El mecanismo representado en la Figura 12B muestra como las proteinas argonauta
reclutan al elF4G lo que evita que la subunidad mayor del ribosoma se una a la
subunidad pequena del mismo, y ya se conoce que en la subunidad mayor del ribosoma
es donde se encuentra el lugar donde se produce el enlace peptidico entre los distintos
aminoacidos que conformardn la futura proteina. Y por ultimo el mecanismo

representado en laFigura 12C. Este procedimiento todavia un poco desconocido se basa
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en la capacidad que tienen la proteina argonauta que evita que se ensamblen las
subunidades del ribosoma al mRNA mediante un proceso que podria incluir una

desadenilacion.

Hay diversos estudios que reportan que los miRNAs en animales son capaces de reprimir
la traduccidn sin afectar significativamente a la cantidad de RNAm diana. Sin embargo,
aparecieron estudios en los que se puso de manifiesto que los miRNAs en animales
inducian una degradacion significativa de sus mRNAs [60,107—-111]. De acuerdo con los
estudios anteriores se comprobd que los niveles de mRNA diana de miRNAs tanto
predichos como validados aumentaban en las células en las que de alguna manera
guedaba inhibida la via de actuacién de los miRNAs, como por ejemplo porque se hayan

agotado las proteinas Dicer o Argonauta [110,111].

La degradacién del RNAm mediada por miRNAs requiere a su vez de la proteina AGO, el
componente p-body GW182, el complejo desadenilasa CAF1 (Chromatin assembly

factor 1) -CCR4-NOT y varios activadores mas [60,110].

Analizados la gran diversidad de modelos que explican el proceso de represién de la
traduccidén por parte de los miRNAs, podemos pensar que dicha variedad se deba por
una parte a los diferentes enfoques experimentales que han llevado al planteamiento
de los distintos modelos o bien que realmente los miRNAs silencien la expresion génica

a través de multiples mecanismos.

1.5.9 LOCALIZACION DE LOS miRNAs EN EL GENOMA

Se puede afirmar que la distribucion gendmica de los genes de miRNAs es, que se
encuentran dispersos en todos los cromosomas humanos a excepcién del cromosoma Y
[112,113]. Se ha visto que los miRNAs codificados por grupos generalmente se
encuentran relacionados entre si, lo que podria sugerir que el grupo de genes de miRNAs
agrupados estén funcionalmente relacionados, ya que irian destinados al mismo gen o

genes diferentes, pero en la misma via [114].

Inicialmente, se pensé que la mayoria de los genes de miRNAs estaban ubicados en
regiones intergénicas [115,116]. Sin embargo, analisis mas recientes demostraron que

la mayoria de los genes de miRNAs en mamiferos se encontraban en unidades de
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transcripcién definidas. De este mismo estudio se observé que muchos genes de miRNAs
se encontraban en intrones tanto en algunos intrones que por splicing alternativo

codificaban para proteinas como en otras regiones no codificante [117].

Resumiendo, los miRNAs pueden encontrarse; a) en regiones exdnicas, b) en intrones
localizados en transcritos codificantes para proteinas, c) en regiones intergénicas, y d)

en transcritos de RNAs no codificantes.

1.5.10 NOMENCLATURA DE LOS miRNAs

Los avances en secuenciacion masiva aplicados a los miRNA han supuesto un enorme
desafio a la hora de nombrarlos. Los criterios y normas para nombrarlos actualmente
estan definidos por miRBase 21 [118]. Los miRNAs maduros en humanos se ajustan a la
siguiente formula hsa-miR-XX-39/5p, donde el prefijo se refiere a la especia (por
ejemplo, hsa- es para Homo sapiens). Si nosotros escribimos en mayuscula “MIR”
estamos refiriéndonos en este caso al gen que codifica para ese miRNA y si queremos
expresar las formas inmaduras del miRNA lo nombramos pre-miRNA o pri-miRNA.
Distintas secuencias precursoras y loci pueden expresar secuencias maduras idénticas

muy relacionadas (hsa-miR-121a y hsa-miR-121b) esto son las llamadas familias miR.

Diferentes estudios de clonacién algunas veces han identificado que a partir de un
mismo pre-miRNA se pueden originar dos secuencias diferentes. La relacion entre las
dos hebras maduras opuestas puede variar dependiendo de la etapa de desarrollo,
llegando a ser diferentemente expresada en distintos tejidos o tipos de célula, asi como

dependiendo de las condiciones patoldgica [50,74].

En otras versiones anteriores de dichas reglas para la nomenclatura de los miRNA se
distinguia a las cadenas menos expresadas con un asterisco (*) (hsa-miR-XX*). Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que ambas cadenas son funcionales y que
la expresidon de un o de la otra depende de tipo celular o del estado en el que se
encuentre dicha célula. Esto provocé un cambio de nomenclatura al -5p/-3p que esta en

uso actualmente.

Ademas de esta nomenclatura, en miRBase también se identifica a los miRNAs maduros

con un numero de acceso MIMAT. Por la experiencia que tiene en el grupo en el manejo
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de miRNA siempre hemos utilizado y recomendamos el uso en los manuscritos de los
sufijos -5p 0 -3p y si es posible también incluir el nimero de MIMAT, también solemos
incluir la secuencia del oligonucleétido (miRNA) con el fin de poder evitar posibles

confusiones si se cambiaran los criterios para la nomenclatura de los miRNAs.

En base a los ultimos descubrimientos sobre el origen de los miRNAs, cudles son sus vias
biosintéticas y las variantes que existen de una misma secuencia, Desvignes y sus
colaboradores han propuesto una nueva nomenclatura revisada de los miRNAs con
nuevos criterios con el fin de compaginarlos con los hallazgos mas recientes. Dichos
autores propusieron modificar la nomenclatura de los miRNAs no solo basandose en la

biogénesis de estos sino también en su funcién [50].

1.5.11 METODOS DE ESTUDIO DE LOS miRNAs

Generalmente, en los estudios clasicos de miRNAs se suelen llevar a cabo tres fases. La
primera fase comprenderia el objetivo de evaluar el perfil de expresion de miRNAs

donde comparariamos un grupo patoldgico con un grupo control.

El segundo paso o fase de validacion tendria por finalidad corroborar los resultados de
la elaboracién de los perfiles de miRNAs tanto del grupo patoldgico como el grupo
control. Este segundo paso también recibe el nombre de validacién, porque vamos a
validar la expresion de algunos de los miRNAs seleccionados (segun los que sean de
nuestro interés) en una cohorte mds grande de muestras. Y por ultimo para terminar el
estudio con miRNAs resulta interesante disefiar y llevar a cabo estudios funcionales con

el fin de validar la regulacién de un RNAm especifico por su miRNA.

En la Figura 13 se resumen las distintas técnicas aplicadas en el estudio de los miRNAs,
aunque las técnicas mas utilizadas para el estudio de los perfiles de expresion de miRNAs

son la secuenciacion y los microarrays.

31



1. Introduccién

* miRNAs microarrays / RNA seq
* miRNA 4.0 (Affymetrix)

* SurePRint Human miRNA (Agilent)

* nCounter (Nanostring)

* TruSeq (lllumina)

e gqRT-PCR/ IHQ

* gScript (Quanta BioSciences)
* miRCury (Exigon)

* OpenArray (LTTF)

* TagMan Cards (LTTF)

* miScript (Qiagen)

* SmartChip (WaferGen)

FASE DE

VALIDACION

¢ Ensayos con luciferasa ]
EXPERIMENTOS

FUNCIONALES

Figura 13. Diagrama de flujo del trabajo en un estudio clasico de miRNAs.[119]

A) Secuenciacion de RNA

La secuenciacién de proxima generacién (Next Generation Sequencing) se desarrolld
inicialmente con el objetivo de secuenciar de manera mas rdpida y barata genes. Esta
capacidad para leer millones de fragmentos cortos de DNA pronto se utilizé como un
nuevo método, conocido como RNAseq, que incluia tanto la secuenciacion como la

cuantificacion del RNA.

Las muestras de RNA total son digeridas y retrotranscritas utilizando unos primers
universales. A continuacién, los DNAc se ligaran a primers para NGS, los cuales seran
amplificados y aislados mediante reacciones de secuenciacidn sobre una superficie que
contiene millones de reactores de secuenciacién Illamados nanoporos. Los
secuenciadores de segunda generacidn son capaces de detectar millones de reacciones
de secuenciacién aisladas y generar datos relacionados con las secuencias de
nucledtidos y el numero de lecturas de cada secuencia. El software bioinformatico
asociado con el secuenciados NGS es capaz de alinear cada fragmento de RNA corto con

su regién gendmica correspondiente, construyendo una lectura completa de la

32



1. Introduccién

transcripcién. De manera analoga a la PCR cuantitativa, el nimero de lecturas obtenidas

en los protocolos de RNAseq se correlaciona con la cantidad original de RNA celular.

Como limitaciones de esta técnica, destacaremos que la sensibilidad de NGS esta
relacionada con la cobertura y el rendimiento, por lo que la presencia de miRNAs sobre
expresados puede reducir la capacidad para detectar miRNAs de muy baja expresién

[120].

B) Microarrays de miRNA

Los microarrays han supuesto una revolucion en los campos de la gendmica y la
protedmica, debido a su capacidad para detectar simultdneamente miles de moléculas.
Desde su descubrimiento, la evaluacion y estudio de la expresién genética paso de genes
concretos a perfiles gendmicos completos en los que los perfiles de miRNAs ayudaron a

decodificar la complejidad real de los modelos patoldgicos [121].

La tecnologia de microarrays se basa en el enlace de millones de fragmentos gendmicos
en un soporte de vidrio que se utiliza para la hibridacién de muestras (Affymetrix,
Agilent, lllumina, NanoString). Las muestras se marcan con fluorescencia antes de la
hibridacidn. Por lo tanto, la sefial relativa en cada sonda refleja la cantidad original de
miRNA en la muestra estudiada. Cientos de nuevos ncRNA se describen anualmente, por
lo que es obligatorio actualizar y redisefiar las plataformas de microarrays de RNAs no

codificantes.

Los perfiles de expresion de miRNAs obtenidos de plataformas de microarrays deben
ser validados por gPCR en un nimero mayor de muestras. Ambas técnicas han puesto
de manifiesto su elevada capacidad para poder medir una gran cantidad de miRNAs,

proporciondndonos una gran cantidad de resultados.

Sin embargo, hoy en dia el coste econdmico sigue siendo demasiado caro para utilizarlos
en el paso de validacion. Por lo tanto, se confirma que la PCR cuantitativa es la técnica

mas precisa para validar los resultados de RNAseq o microarrays[120].
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C) PCRentiempo real o PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa (qPCR) o la PCR en tiempo real (RT-PCR) es una técnica rdpida, facil

y relativamente asequible para la cuantificacidon de los miRNAs.

La PCR nos permite trabajar con una cantidad de muestra muy pequea, es decir, utilizar
una cantidad pequefia de RNA inicial. El primer paso de la técnica consiste en la sintesis
de un DNAc (DNA complementario) al miRNA utilizando un protocolo de

retrotranscripcién (RT-PCR).

El proceso de amplificacién exponencial en RT-PCR (del inglés “Polymerase chain
reaction”) es un método extremadamente sensible y preciso para detectar moléculas a
muy baja concentracidén, convirtiéndose asi en la técnica gold standard para la
cuantificacion de miRNAs en biofluidos como plasma, suero, o liquido peritoneal. Sibien
es cierto que podemos encontrar algunas limitaciones de la técnica, como puede ser la
limitacién en el numero de moléculas que se pueden detectar y que dependerd del

disefio de la placa utilizado (placa de 96 o 384 pocillos) [120].

La pre-amplificacion y la amplificacion aumentan la cuantificacién por lo que la
sensibilidad de la técnica puede estar sesgada por lo que respecta a secuencias con bajo
nivel de expresidon, debido en este caso a dichos pasos previos en el protocolo

experimental.

Por otro lado, la normalizacién puede ser compleja ya que las moléculas que
habitualmente se utilizan como “normalizadoras” (en inglés “housekeeping”) no pueden
expresarse de manera estable en algunos modelos experimentales o patologias. En
cualquier caso, hasta el momento, la qPCR es el método de referencia para la validacién

de la expresién de otras técnicas en la investigacién con miRNAs [122].

Hoy en dia algunas placas disefiadas para PCR de alto rendimiento denominadas
matrices (Applied, Qiagen, Exiqon) incluyen una seleccidn personalizada de sondas listas
para usar, cuya finalidad es cuantificar un numero elevado de miRNAs a partir de una

sola muestra, permitiéndonos asi reducir las variaciones propias de la técnica [120].

D) Hibridacion in situ (ISH) y deteccién de miRNA de células vivas
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Existen empresas que ya se han especializado en la deteccion de miRNAs y han
desarrollado sondas acopladas con colores fluorescentes o sondas conjugadas con

anticuerpos para la deteccién de miRNAs in situ (Exigon, Merk-Millipore).

Estas metodologias permiten localizar moléculas de miRNAs en células o tejidos,
permitiendo una mejor caracterizacion de su biogénesis, vias y actividad. Las sondas
marcadas con fluorescencia muestran la localizacion de miRNAs en células fijadas o vivas
y permiten en algunos casos, realizar una clasificacidon de flujo de células que expresan
reguladores concretos [123]. Durante la ISH, una sonda de acido nucleico bloqueado
(LNA del inglés locked nucleic acid) se hibrida con la secuencia diana a una temperatura

elevada y luego se elimina el exceso de sonda.

Las sondas de LNA son muy sensibles y se han ensayado terapéuticamente para terapias

con miRNAs ant-isentido [124].

1.5.11 miRNAs COMO BIOMARCADORES DE ENFERMEDAD

El término biomarcador fue revisado en el 2001 por el Biomarker Definitions Working
Group definiéndose como “una caracteristica que se puede medir y evaluar
objetivamente como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patogénicos o respuestas farmacoldgicas en una intervencidn terapéutica”. En la era
“Omica” los biomarcadores incluyen escalas de puntuacién y valoracidon clinica,
proteinas, diferentes medidas de la expresidn génica como los niveles de mRNA, miRNA,

variantes genéticas de DNA o metabolitos [122].

Con el objetivo de comprender mejor los procesos fisiopatoldgicos de diferentes
patologias, muchos autores han trabajado para caracterizar el perfil de expresiéon de
miRNAs de algunas patologias de diferentes especialidades como patologias cardiacas,

cancer, diabetes, sepsis y patologias ginecolégicas [65,125-128].

Para definir los miRNAs como biomarcadores de una patologia la primera aproximacion
gue se debe hacer para su caracterizacién es centrarse en la definicién del patrén de
expresion de miRNAs en el tejido patoldgico, con el fin de clarificar los mecanismos

moleculares subyacentes en la patologia. En este contexto, los miRNAs se han detectado
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en diferentes fluidos corporales como orina, suero, plasma, liquido peritoneal incluso

hasta en liquido cefalorraquideo [129,130].

Existen tres aspectos fundamentales que hacen que los miRNAs se hayan convertido en
biomarcadores de ausencia o presencia, asi como de prondstico de diversas patologias.
La primera de estas caracteristicas es su baja complejidad estructural, la segunda es el
poco procesamiento que llevan a cabo después de su génesis y la tercera es su deteccion
en diversos fluidos corporales. Por dichas propiedades se les ha llegado a proponer

como candidatos ideales a biomarcadores no invasivos.

Cabe destacar, que los miRNAs no sdélo han sido analizados en fluidos biolégicos como
puede ser plasma, suero, sangre o liquido peritoneal, sino que también se han detectado
y estudiado miRNAs procedentes de tejidos frescos congelados, tejidos fijados con
formaldehido e incluidos en parafina. La ventaja que se presenta con estos nuevos
biomarcadores es que se precisan cantidades pequefias de tejido o de biofluido para

llevar a cabo los estudios de miRNAs [49,120,129-132].

Se han descritos perfiles alterados o anémalos de miRNAs en diversas patologias
humanas, incluyendo cancer, patologias cardiovasculares, enfermedades inflamatorias
y patologia benignas o malignas del aparato reproductor femenino[119,127,131,133—-

135].

Si centramos la importancia de los miRNAs en los biofluidos la presencia de los mismos

en estos liquidos corporales puede ser explicada por diversos mecanismos:

a) La liberacion pasiva de miRNAs como consecuencia de un dafio tisular,
inflamacién crdénica, apoptosis celular o necrosis o de células con corta vida
media como las plaquetas [122,136,137].

b) Secrecion activa de microvesiculas derivadas de células, como los exosomas, las
microparticulas o los cuerpos apoptéticos [138—-140].

c) Secrecidn activa por células en forma de complejo miRNA-proteina como la HDL
(lipoproteina de alta densidad) o LDL (lipoproteina de baja densidad) [141,142]
Ago2 (complejo argonauta 2) [143].
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Arroyo vy sus colaboradores sugirieron que los miRNAs que se encontraban asociados a
Ago2 podrian estar listos para regular la expresidon génica en las células receptoras de
Ago2. Asi mismo los mecanismos b y ¢ descritos anteriormente explicarian porque la
vida media de los miRNAs seria tan estable ya que el medio interno (biofluidos) es rico
en RNAasas. Esto se explicaria porque si los miRNA se encuentran encapsulados en
microvesiculas de diferente tipo o bien viajan formando un complejo miRNA-proteina

no podrian ser atacados por la accidn de las RNAasas

En vista a estos hallazgos, diferentes autores propusieron que el mecanismo de accion
de los miRNAs debia ser similar al que lleva a cabo una hormona en el proceso de

comunicacion célula a célula [122,144,145].

Uno de estos ejemplos lo podemos encontrar en los miRNAs circulantes liberados por
células cancerosas que tienen la capacidad de unirse a los receptores Toll-like (TLR) de
las células inmunes como el TLR7 en ratones o el TLR8 en humanos y estos miRNAs
serian capaces de activar KFB [146]. Con este mecanismo se podria explicar

parcialmente los procesos inflamatorios relacionados con el cancer.

Los estudios de Michell y colaboradores [147] demostraron el potencial regulador que
poseen los miRNAs en sangre para el cadncer de prostata, abriendo una via comun de

investigacion para otras patologias.

En conclusién, una gran cantidad de autores demostraron que gracias a los mecanismos
anteriores los miRNAs jugarian importantes roles reguladores en patologias muy

diversas.

1.5.12 miRNAs Y SU ROL EN PATOLOGIAS GINECOLOGICAS

Los miRNAs gracias a su baja complejidad, la ausencia de post-procesamiento y lo
ampliamente distribuidos que se encuentran en diversos fluidos corporales, convierten
a estas pequefias moléculas en biomarcadores no invasivos muy importante en
patologia ginecoldgica. De esta manera, el estudio de estos nos permitird evaluar la
presencia o0 ausencia, asi como el prondstico de wuna enfermedad

[65,66,119,120,125,129].
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Los miRNAs se pueden utilizar como biomarcadores de patologia ginecoldgica tanto en
fluidos bioldgicos (plasma, suero, liquido peritoneal...) como también en tejidos frescos
congelados o bien en tejidos incluidos en parafina fijados con formalina. Dado que los
estudios con miRNAs requieren bajas cantidades de tejidos o fluidos bioldgicos, estas
moléculas proporcionan nuevas herramientas para el diagndstico y seguimiento

molecular no invasivo [49,126,128,132].

Se havisto que un perfil alterado de miRNAs se puede asociar con multitud de patologias
humanas, incluyendo cancer, tratarnos cardiovasculares, enfermedades inflamatorias y
trastornos benignos o malignos del tracto reproductivo femenino humano

[65,131,148,149].

El patron alterado de miRNAs en mujeres con endometriosis puede promover el cancer
al potenciar o inactivar diferentes oncogenes diana o genes supresores de tumores. Por
lo tanto, esta desregulacion de los miRNAs podria explicar el por qué las mujeres que
padecen endometriosis tienen hasta el doble de probabilidades de padecer cancer de

ovario [150,151].

Con estudios como los anteriores, entre otros, ponemos de evidencia la necesidad de
conocer el papel que los miRNAs poseen en las enfermedades ginecoldgicas, y en
particular el rol que juegan los miRNAs en la transformacién maligna de la

endometriosis.

A continuacién, realizaremos un breve repaso de estudios donde evidencia la

importancia de los miRNAs en patologia ginecoldgica centrandonos en la endometriosis.

A) miRNAs Y CANCER ENDOMETRIAL

El cdncer de endometrio es una de las neoplasias malignas mas frecuentes en los paises
desarrollados [152] y la mayoria de las pacientes se diagnostican en etapas iniciales de
la patologia donde aun no se han producido metastasis y la terapia quirdrgica suele ser
altamente efectiva. Por el contrario, las pacientes con cancer de endometrio en un
estado mads avanzado o recidivante no responden tan bien al tratamiento y tienen un

prondstico mas complejo [65,153,154] .
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Los mecanismos patolégicos responsables de la progresién del cancer y el proceso
metastatico en este tipo de cdncer es uno de los menos estudiados y de los que se

conocen mas deficientemente de todas las neoplasias malignas [155].

La mala respuesta a la terapia rutinaria para las pacientes con enfermedad recurrente o
avanzada puede deberse a una falta de comprension de las bases moleculares de la

carcinogénesis endometrial [153].

Los estudios del perfil genético en cancer endometrial han demostrado que muchos
genes estan desregulados en todos los tipos de cancer. Se ha encontrado un perfil de
expresion de miRNAs andmalo que estd involucrado en el inicio, progresién y
metastatizacion del cancer humano, a través de la regulacion a la baja de diferentes

proteinas con actividad oncogénica, actuando como supresores de tumores [156].

También hay numerosos estudios que relacionan la implicacién de los miRNA en el
proceso de adhesion celular y remodelacion de la matriz extracelular y por lo tanto

podrian ser una pieza clave del proceso metastatico y la progresidn del cadncer[157].

Durante los ultimos afios se ha descrito una alteracion en el perfil de expresién de
miRNAs en el adenocarcinoma de endometrio. Son varios los estudios que han tratado

de describir los perfiles de miRNAs en canceres de endometrio [158—-160].

Los puntos convergentes de estos estudios indican una regulacion positiva de la familia
miR-200 en el tejido de cancer de endometrio comparado con los controles normales
[161]. Ademas, también se ha reportado una sobreexpresion significativa de miR-205 y
miR-210 en el cancer de endometrio [153,155,162]. Tanto el miR-205 como la familia de
miR-200 se han visto implicados en la transicidon del epitelio mesenquimal, la invasion

tumoral y el crecimiento metastatico [163].

De manera similar, se encontré que el miR-203 estaba significativamente
sobreexpresado en cancer de endometrio y que dicha sobreexpresién era debida a la

hipometilacion en el cancer de ovario [164].

Por lo tanto, la sobreexpresion de miR-205, miR-210 y la familia miR-200 los hace unos
buenos candidatos como biomarcadores para el prondstico y el diagndstico precoz del

cancer de endometrio, entre otros.
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A) miRNAs Y CANCER DE CUELLO UTERINO

El Cancer de cuello uterino es la segunda causa mas comun de muerte relacionada con
el cancer en mujeres en todo el mundo. Sin embargo, la incidencia y la mortalidad estan
disminuyendo debido a la implementacidn de programas de deteccidn de cuello uterino

[165,166].

El cdncer de cuello uterino es el resultado de la transformacién del epitelio cervical
normal en una neoplasia intraepitelial cervical en primer lugar y un cancer cervical

invasivo después [167].

Se han descrito perfiles de miRNAs alterados en los carcinomas de cuello uterino si los
comparamos con el cuello uterino normal. De hecho, miR-143 y miR-145 estan
regulados a la baja en el cancer de cuello uterino en comparacién con los tejidos
cervicales normales[168,169]. Ademads, se observé que miR-143 y miR-145 estan sobre
expresados tanto en tejidos de cancer de cuello uterino como en tejidos infectados por
VPH (Virus del papiloma humano) con lesiones preneoplasicas[68,170]. Se ha observado
también una regulacion a la baja de miR-143 y miR-145 en otros canceres, incluido el

cancer de endometrio [170,171].

Por otro lado, la regulacién positiva de miR-146a en tejidos de cancer de cuello uterino,
pero no en lesiones preneoplasicas inducidas por VPH o en lineas celulares derivadas de
cancer, indica que la expresidon de miR-146 es especifica del cancer de cuello uterino.
Asi mismo los estudios llevados a cabo por Wang et al indicaron que la regulacién
negativa de miR-143 y miR-145 y la regulacion positiva de miR-1462 desempefian un

papel en la carcinogénesis cervical [171].

Del mismo modo, los estudios llevados a cabo por Lee y colaboradores caracterizaron
un perfil de miRNAs alterado en los tejidos del cdncer de cuello uterino en estadio
temprano en comparacién con los tejidos epiteliales del cuello uterino normales y
también describieron que el miR-127 estd asociado con metdstasis en los ganglios

linfaticos [172].

Asi mismo se ha demostrado que el anti-miR-199a inhibe el crecimiento celular y

potencia la respuesta quimioterapéutica in vitro, lo que apunta que el miR-199a puede
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ser una diana terapéutica potencial para el tratamiento de cdncer de cuello uterino

[172].

Estudios llevados a cabo por Hu y colaboradores [173,174] demostrd que el miR-200a
podria predecir la supervivencia del paciente con cancer de cuello uterino y los estudios
funcionales sugirieron, que puede afectar al potencial metastasico de las células del

cancer de cuello uterino.

Por consiguiente, se puede concluir que los patrones de expresién de miRNAs pueden
servir como potenciales biomarcadores de enfermedad cervical y actuar como posibles

dianas terapéuticas [168].

B) miRNAs Y CANCER DE OVARIO

El cancer de ovario es la quinta causa de todas las muertes relacionadas con cancer que
se producen entre las mujeres. Cerca del 80% de las pacientes se encontraban en un
estadio bastante avanzado de la patologia en el momento del diagndstico y la mayoria
tubo una tase de supervivencia inferior a los 5 afios desde el momento de diagndstico.
Ademads, también se observd en diversos estudios que un alto nimero de pacientes

podian sufrir recidivas [126,175-177].

El perfil de expresion de miRNAs también se ha postulado en esta patologia como un
buen indicador de metastasis, asi como de recidiva en los diferentes tipos de cancer

[177].

Por lo tanto, la caracterizacion de biomarcadores especificos para una deteccion
temprana del cancer de ovario, pudiendo llegar a describir un perfil de miRNAs tumoral
podria repercutir en un aumento de la tasa de supervivencia de las pacientes con esta

patologia.

Diversos estudios comparativos ente el cdncer de ovario y el tejido normal de ovario
puso de manifiesto un perfil de expresién de miRNAs diferente entre el tejido normal y
el patoldgico. Varios de estos estudios han caracterizado al alza algunos miRNAs como
el miR-200a/b/c el miR-141, miR-429, miR-16, miR-21 o a la baja como los miR-125b,
miR-143, miR-145, miR-199a y el miR-214 en el cancer de ovario comparandole con el

tejido ovarico normal [178-180].
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Ademas, es importante resaltar la regulacién positiva de los miR-29a y miR-29b
paralelamente con una regulacidon negativa de miR-34, miR-143 y miR-145 hallada en

paciente que también presentaron anomalias en BRCA1/2 [181-183].

C) miRNAs Y ENDOMETRIOSIS

Como ya se ha explicado en el apartado de la etiopatogenia de la patologia, hoy en dia
sigue sin conocerse con exactitud el mecanismo patogénico de la endometriosis pese a

la alta prevalencia y sintomas incapacitantes que conlleva dicha patologia.

Se piensa que es una enfermedad multifactorial y poligénica donde existen claras
evidencias que la desregulacidn del perfil de miRNAs puede ser un factor determinante

[49,62,64,119,120,126,128,132,149,184-188].

A pesar de lo estudiada que esta siendo la enfermedad la técnica gold standard para su
diagndstico sigue siendo la exploracidon laparoscépica para la posterior confirmacién
histolégica de glandulas o estroma en las lesiones biopsiadas. Por ello se han
emprendido varias lineas diagndsticas, unas basadas en los sintomas [189,190] y otras

en analiticas de sangre [191].

Hasta la fecha, no se ha conseguido establecer una prueba o conjunto de pruebas no
invasivas o minimamente invasivas para el diagndstico precoz de la endometriosis. Por
lo tanto, se necesita una prueba ideal para el diagndstico de la endometriosis que
permita detectar la enfermedad en etapas iniciales, que sea muy sensible y, ademas,

especifica.

Aprovechando la localizacién anatémica de esta afeccidn, se han propuesto diversos
biofluidos estrechamente relacionados como fuente de biomarcadores no invasivos de
la endometriosis, por ejemplo, la orina, plasma, suero, sangre menstrual o liquido
peritoneal.

También se ha tenido en cuenta la casuistica de que, pese a que el 90% de las mujeres
presentan menstruacion retrograda, no todas desarrollan una endometriosis para

pensar que puedes existir pequefias diferencias moleculares entre el endometrio
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eutdpico de mujeres con y sin endometriosis que en un porcentaje de ellas conduce al
desarrollo de la endometriosis [7,21]. Por lo tanto, si fuéramos capaces de caracterizar
estas moléculas diferenciales podriamos establecerlas como diferencias moleculares
patognomonicas de la patologia y poderlas utilizar como biomarcadores en los tejidos

biopsiados mediante procedimientos minimamente invasivos.

Burney y colaboradores publicaron uno de los primeros estudios sobre el perfil de
expresion de miRNAs en el endometrio de mujeres con y sin endometriosis [36,192]. En
dicho estudio, se realizaron matrices de miRNAs y su posterior validacion por qRT-PCR,
y los autores reportaron que existia una regulacién a la baja de 4 miRNAs (miR-34c-5p,
miR-9, miR-9* y miR-34b*) en el endometrio eutépico de mujeres con endometriosis si
se comparaban los niveles de dichos miRNAs con los niveles que presentaba el
endometrio control. De acuerdo con los mecanismos moleculares de accion de los
miRNAs, los niveles de miRNAs regulados a la baja conllevan una regulacion al alza de la

traduccién de su RNA mensajero diana.

Laudansky y su equipo realizaron otro estudio en el que participaron 25 mujeres sin
endometriosis y 21 pacientes que padecian endometriosis ovdrica en el que se
analizaron 667 miRNAs mediante matrices por PCR. Dicha validacién sirvié para de
afirmar que, el miR-483-5p que regula a IGF2 (Factor de crecimiento similar a la insulina
Tipo-2) y el miR-629-3p, que se ha visto que esta involucrado con procesos inflamatorios
estaban regulados negativamente en el endometrio eutdpico de las pacientes en
comparacion con los controles. Los autores propusieron la idea que dicha desregulacién

podria contribuir al crecimiento excesivo del tejido endometrial extrauterino. [193]

Cabe destacar que la complejidad de los mecanismos moleculares que subyacen a la
enfermedad debemos tener en consideracion que el endometrio humano es un tejido
unico, que sufre cambios moleculares, celulares y funcionales complejos de una manera
periddica originados por la regulacion de las hormonas ovdricas [194]. Estos cambios
son esenciales para la receptividad uterina y pueden agruparse en tres fases distintas;

proliferativa, secretora y menstrual [195]. Por lo tanto, hay algunos autores que han
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llegado a describir cambios en el perfil de expresidn de los miRNAs en funcidn de la fase
del ciclo de la menstruacion [62].
Concretamente, los miRNAs que cuyas dianas son reguladores del ciclo menstrual se

sobreexpresaron en la fase secretora del ciclo [63].

La angiogénesis también juega un papel muy importante en la endometriosis, ya que las
nuevas lesiones ectdpicas requieren de nueva vascularizacién para poder proliferar,
invadir y remodelar la matriz extracelular [28,66,128]. Tanto el factor de crecimiento
endotelial A (VEGF-A) como la trombospondina-1 (TSP-1) representan los factores pro-
angiogénicos y anti-angiogénicos mas potentes implicados en la patologia de la

endometriosis.

Nuestro equipo de investigacidn ha observado un aumento en la expresidn de factores
angiogénicos y proteoliticos en los tejidos endometriales de las pacientes con
endometriosis [196,197] y hemos propuesto que este aumento pudiera contribuir al
potencial invasivo de las células endometriales. Dos equipos de investigacion diferentes
han propuesto que los miR-17-5p y miR-20a siendo ambos reguladores del proceso de
angiogénesis, se encuentran regulados a la baja en el endometrioma ovarico cuando son

comparados sus niveles con el endometrio eutdpico [62,193].

El cluster miR-17-92, también conocido oncomir-1, codifica para seis miRNAs maduros
(Mir-17-miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a y miR-92a) y nuestro grupo ha descrito
que el cluster miR-17-92 incrementa la neovascularizacion en el tumor disminuyendo la
expresion de TSP-1 (trombospondina-1) [66]. Por lo tanto, debido al mecanismo de
acciéon del miRNA, un descenso en los niveles del miR-17-5p comprenderia una
regulacién post-transcripcional al alza de los niveles de TSP-1. Este mecanismo podria
reducir la actividad angiogénica en el endometrioma ovdrico; por lo tanto, con estos
hallazgos se podria dar explicacién a la baja capacidad de invasion de la matriz
extracelular de este tejido observadas en dichas lesiones ectdpicas donde

frecuentemente el tejido ovarico permanece preservado.
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1.6 miRNAs CIRCULANTES PROPUESTOS COMO BIOMARCADORES DE
ENDOMETRIOSIS.

El estudio de los miRNAs circulantes como biomarcadores de endometriosis es un
campo de investigacion emergente y son ya varios los estudios publicados sobre los
perfiles de miRNAs en distintos biofluidos como suero, plasma, liquido

peritoneal.[119,186,187]

Wang y colaboradores fueron los pioneros en realizar el estudio del perfil de miRNAs
circulantes en suero, donde se utilizé el suero de 10 pacientes con endometriosis y 10
mujeres control. Después de la validacién de resultados por gRT-PCR en el suero de 60
pacientes y 25 controles, los autores reportaron que los niveles de miR-199a y miR-122
estaban regulados al alza y que miR-145* miR-141%*, miR-542-3p y miR-9 se regulaban a
la baja en las muestras de suero de las pacientes si las comparabamos con las de los
controles y que por lo dichos miRNAs podrian servir como biomarcadores de

enfermedad.

Poco tiempo después, Jia y colaboradores [191] llevaron a cabo un estudio en plasma.
Utilizaron en dicho estudio el plasma de 23 pacientes con endometriosis diagnosticadas
mediante técnicas histolégicas y 23 controles sin la patologia. Realizaron una
caracterizacion del perfil de miRNAs mediante microarrays de miRNAs. Demostraron
que tres de los seis miRNAs seleccionados para su posterior validacion por qRT-PCR
(miR-17-5p, miR-202 y miR-22) estaban significativamente regulados a la baja en las
pacientes y que podrian ser Utiles para poder diferenciar a las mujeres que no padecian

la endometriosis de las pacientes.

En el 2015 fueron publicados un par de estudios que reforzaban y ampliaban la idea de
la utilizacién de los miRNAs como biomarcadores para la endometriosis utilizando
biofluidos no invasivos. En uno de estos estudios se cuantificaron los niveles de miRNAs
de los miRNAs miR-135a y let-7a-f de los que ya se sabia su role en la endometriosis. En

dicho estudio utilizaron 24 sueros de pacientes con endometriosis y 24 de mujeres
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control. Los autores encontraron que una combinacion de los miRNAs let-7b, let-7d y

let-7f durante la fase proliferativa permitia discriminar entre pacientes y controles [198].

Otro estudio llevado a cabo por Rekker y colaboradores en el 2013 puso de manifiesto
gue diversos miRNAs se expresaban de manera diferente en funcién de la fase del ciclo
menstrual en las pacientes, pero no en los controles [199]. Rekker y colaboradores
publicaron un segundo estudio sobre miRNAs circulantes como biomarcadores de
endometriosis. Basandose en la literatura publicada hasta el momento, los autores
seleccionaron tres miRNAs de la familia de miR-200 (miR-200a-3p, miR-200b-3p y miR-
141-3p) cuya expresion se cuantific6 en muestras de plasma de 61 pacientes y 65
mujeres control. La expresidn de estos tres miRNAs, se observd que tenia una expresion
a la abaja en los pacientes y miR-200a-3p y miR-141-3p mostraron el mayor potencial
como biomarcadores no invasivos para esta patologia benigna. Los autores también
analizaron las variaciones de los niveles de los tres miRNAs segun el tiempo de
muestreo, es decir, mafiana y noche y encontraron niveles mds bajos en las muestras
vespertinas, esto podria explicarse por las variaciones circadianas en su expresion. Este
nuevo enfoque, que tenia en cuenta el tiempo de muestreo evidencié entonces que el
momento de muestreo pasaria a ser una nueva variable a tener en cuenta a la hora de

realizar estudios de miRNAs circulantes [199].

Entre todos los mecanismos de regulacion epigenética, los miRNAs se han posicionado
como unos reguladores postraduccionales fundamentales. Como mecanismo general de
acciéon todos ellos se unen a su diferentes mRNAs diana e inhiben el proceso de
traduccion.

La implicacién de los miRNAs en distintas condiciones patoldgicas esta bien determinada
y se han realizado perfiles de expresion de miRNAs en distintas biopsias de diferentes
enfermedades, incluidas como hemos descrito las patologias ginecolégicas como la

endometriosis.

A pesar de ser una patologia ginecoldgica benigna, la endometriosis reduce
profundamente la calidad de vida de las mujeres afectadas en términos de dolor e

infertilidad. Con estos estudios previos incluidos los de nuestro grupo, se puede
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proponer que los miRNAs de algunos biofluidos podrian suponer un nuevo hito en el
diagnostico de la endometriosis ya que podrian utilizarse como biomarcadores no
invasivos o semi-invasivos en el diagndstico de la endometriosis en estadios iniciales

pudiendo prescindir asi de la técnica actual que es la laparoscopia.

Durante los ultimos afios los miRNAs circulantes han surgido como unas moléculas
atractivas para poder ser utilizadas como biomarcadores[122] aunque todavia se
requieren estudios mas profundos para caracterizar y/o validar una buena herramienta
de diagndstico de la endometriosis basada en miRNAs.

Cabe destacar que los diferentes planteamientos y protocolos de los estudios realizados
hasta el momento sobre la endometriosis, son bastante heterogéneos, por lo que

extrapolar resultados y comparar los diferentes estudios es un poco complicado[122].

Por dichos motivos la World Endometriosis Research Fundation ha publicado una serie
de recomendaciones con el fin de estandarizar la recoleccion, procesamiento y
almacenamiento de datos y muestras, con el fin de reducir la heterogeneidad y mejorar

la reproducibilidad entre estudios [150,200,201].
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1.7 DESCRIPCION DEL AMBIENTE PERITONEAL EN LA ENDOMETRIOSIS

El entorno y microambiente que rodea al implante endometridsico en la cavidad
peritoneal es cambiante y dindmico. El peritoneo es la membrana serosa mds extensa
del cuerpo y se considera que la superficie del peritoneo es igual al de la piel. El
peritoneo esta compuesto anatdmicamente por dos capas: una capa de tejido conectivo
laxo que contiene coldgeno, fibras eldsticas, células grasas y macréfagos y otra capa

llamada mesotelial compuesta por células de tipo escamoso [202].

Por su parte el liquido peritoneal tiene su procedencia de dos fuentes distintas, por un
lado, del trasudado plasmatico y el exudado ovarico y por otro lado de fuentes diversas
gue contribuyen a su contenido de manera diferencial como son el liquido tubarico, la

menstruacion retrégrada y las secreciones de los macréfagos.

Las trompas de Falopio, asi como los ovarios se encuentran embebidos en el LP. Del
mismo modo, cabe destacar que los ovocitos también se encuentran en contacto con el
ambiente peritoneal incluso una vez han sido capturados por las fimbrias de las trompas
de Falopio, ya que estas tienen un lateral con abertura libre a la cavidad peritoneal. Y no
s6lo los dvulos entran en contacto con el fluido peritoneal, también lo hacen los
espermatozoides que consiguen llegar a las trompas de Falopio, asi como el embrién
qgue comienza su desarrollo inicial en el interior de las trompas donde también puede
sufrir una exposicién potencial a los componentes celulares y solubles del liquido

peritoneal [203].

De hecho, existen estudios que ponen de manifiesto que una parte del liquido uterino

podria tener un origen peritoneal [204].

El ambiente peritoneal siempre ha sido objeto de estudio en el marco de la
endometriosis, y cada vez esta recibiendo una mayor atencidn por su rol potencial en la
patologia, ya que los cambios en el volumen de liquido peritoneal, asi como las
modificaciones en la concentracidon de una variedad de tipos celulares diferentes, y

componentes inmunoldgicos.

48



1. Introduccién

Hoy en dia se continla con esta linea de investigacion y el equipo de Giudice y
colaboradores han llevado a cabo un estudio que permite caracterizar el componente
inmunoldgico del liquido peritoneal de pacientes con endometriosis, en los que se han
caracterizado las poblaciones celulares diferentes encontradas, asi como sus

concentraciones [192]

De hecho, se ha visto que tanto el sistema inmunoldgico periférico, como el estado
inmunoldgico del endometrio dentro del Utero se han visto alterados en mujeres con
endometriosis y probablemente estas alteraciones contribuyan a la infertilidad y fracaso
temprano del embarazo y la homeostasis tisular en mujeres afectadas por la patologia

[192]

Desde los inicios de las investigaciones en el campo de la endometriosis se habia
sugerido que los componentes celulares y bioquimicos que contiene el liquido

peritoneal desempefa un papel crucial en la patogénesis de la endometriosis [205].

El ambiente peritoneal, como ya se ha descrito, representa un entorno
inmunolégicamente dinamico que relaciona el sistema inmunoldgico con el
reproductivo. Por lo tanto, las anomalias en el contenido del liquido peritoneal de las
pacientes con endometriosis se pueden relacionar con la infertilidad[119]. Esto es
debido a que los distintos componentes del LP podrian interactuar adversamente con
distintas etapas del proceso reproductivo como la funcion ovulatoria, el transporte o

supervivencia de gametos, la interaccion espermatozoide dvulo entre otros [203,206].

1.7.1 COMPOSICION DEL LIQUIDO PERITONEAL

La composicion del liquido peritoneal se ha descrito desde dos vertientes; por un lado,
su contenido celular y del otro la composicidn de distintas sustancias solubles que en él

se encuentran.

El contenido celular peritoneal estd compuesto por una gran variedad de células libres
como macrofagos, células mesoteliales, linfocitos, eosindfilos, mastocitos ... Se ha
descrito que el 85% del contenido celular del LP corresponde a macréfagos y el 15%
restante a los otros tipos celulares [207]. Estudios ultraestructurales y de funcionalidad

han puesto de manifiesto que las células mesoteliales que forman parte de la estructura
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de la envoltura peritoneal no sdlo secretan componentes surfactantes vy
glucosaminoglicanos cuya funcidn es evitar la friccidén y posibles adherencias entre la
pared del peritoneo y el resto de las superficies viscerales, si no que se ha visto que
tienen un papel muy relevante con la defensa inmunitaria peritoneal. Asi, dichas células
en presencia de sustancias como TNF- a (Tumor Necrosis Factor-a), IL-1f (Interleukin-
1PB) o el INF-y (Interferon -y) secretadas por los leucocitos activados, producen que las
células mesoteliales secreten una amplia variedad de moléculas como prostaglandinas,
citocinas, factores de crecimiento [207] y moléculas de adhesion. Dichas células
mesoteliales también secretaran otras sustancias relacionadas con la matriz extracelular

como fibronectina, elastina, colageno y prostaglandinas.

Los macrofagos son el tipo celular mas abundantes en el liquido peritoneal, y las
funciones que llevan a cabo son el reconocimiento, fagocitosis y destruccion de

microorganismos y otras particulas ajenas a su composicion normal.

Los linfocitos también son células que se encuentran presentes en el liquido peritoneal
[207] se ha visto que en el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis se
encuentran aumentados en concreto los linfocitos T- “helper” y los T-“supresores”,
sugiriendo un aumento de la actividad inmunolégica en el ambiente peritoneal de las
pacientes con endometriosis. Del mismo modo, también se han descrito incrementados
significativamente los niveles de células NK (Natural Killer) en las pacientes. Por el
contrario, no se ha observado incrementos de linfocitos B o células plasmaticas en las
pacientes [208]. Es importante destacar que la funcidn de las células NK es la de proteger
el ambiente frente a la invasidn de “antigenos”. Por lo tanto, la presencia de células NK
en el fluido peritoneal estaria indicando que el sistema inmune esta protegiendo a la
cavidad peritoneal de posibles invasiones de células endometriales ectdpicas. Hay
estudios que evidencian que una vez producida la invasién den distintas zonas del
peritoneo por parte de las células endometriales que llegan a la cavidad peritoneal,
concretamente en los estadios IlI-IV de la patologia o incluso cuando se producen
recidivas. se ven reducidos los niveles de NK comparados con controles sin

endometriosis [203].
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Un componente celular del liquido peritoneal a destacar serian las células
endometriales, que como ya se ha descrito formarian parte del contenido celular del
liquido peritoneal mediante el proceso descrito por Sampson en 1927, la menstruacion

retrégrada.

Los mastocitos también son un tipo de célula que podemos encontrar formando parte
del contenido celular del liquido peritoneal. Los mastocitos tienen funciones
relacionadas con el proceso menstrual. Actdan facilitando la descamacion y atrayendo
otras poblaciones de células inmunitarias. Por el contrario, el nUmero de mastocitos en
las pacientes con endometriosis (segun algunos estudios) no experimenta grandes
fluctuaciones. Sin embargo, si que se ha visto incrementado notablemente el nimero
de estas en las lesiones endometridsicas, llevando a cabo un procedimiento aumentado

de inflamacién por medio de la secrecién de factores pro-inflamatorios [207].

Los eosindfilos cuando llevan a cabo el proceso de desgranulacion promueven la
adhesion que junto con la activacidon de los mastocitos favoreceran el proceso de

invasion llevado a cabo por las células endometriales ectdpicas [209].

Los neutrdfilos presentes en el liquido peritoneal junto con el VEGF se relacionan con

los procesos de neoangiogénesis en las lesiones endometridsicas.

Por lo que se refiere a la presencia de linfocitos B en liquido peritoneal y su papel en la
endometriosis, hay bastante controversia en la literatura. Algunos estudios proponen
qgue hay una cantidad aberrante de anticuerpos en la endometriosis. Se ha sugerido que
los anticuerpos-anti-endometriales podrian ser parcialmente responsables del fallo en
la implantacién afectando al estado de fertilidad y recepcidon embrionaria de la paciente

[207,210].

Los linfocitos T, en sus diferentes variedades (CD4-CD8) parecen desempefiar un papel
pro-inflamatorio en la endometriosis, dando asi soporte al componente inflamatorio de
la patologia. Asi mismo también se ha visto que estas células parecen contribuir al grado-

estadio de severidad de la patologia [207].

Otro conjunto de componentes del liquido peritoneal seria las sustancias solubles que

encontramos en el liquido peritoneal serian las prostaglandinas, cuyo aumento se ha
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relacionado con posibles efectos sobre la implantacion embrionaria. El aumento de la
concentracion de dichas sustancias podria favorecer las contracciones uterinas y por lo
tanto la expulsion del embridon. También existen diversos estudios que relacionan el
aumento de la cantidad de prostaglandinas en el liquido peritoneal con la posible
interferencia en el proceso de ovulacién ya que estarian aumentando la motilidad
tubdrica, lo que retrasaria la llegada del embrion aumentando asi el tiempo de

implantacion [211]

También encontramos una gran cantidad de citoquinas y factores de crecimiento (IL-1,
IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, EGF...). Las citoquinas presentan una gran variedad de funciones
bioldgicas tales como la proliferacion y diferenciacion de células inmunoldgicas,
estimulacion del crecimiento del tejido conectivo y proliferacion de células endoteliales,
guimiotaxis... La IL-6 lleva a cabo funciones relacionadas como la reparacién tisular y la
angiogénesis [212], mientras que la IL-8 se considera un potente quimioatrayente de

neutroéfilos y un potente factor angiogénico [213,214].

El factor de necrosis tumoral (TNFa) se encarga del proceso de adhesién de las células
estromales endometriales a las células mesoteliales. Otro efecto negativo de la
presencia del TNFa es la reduccidn de la movilidad espermatica, estos resultados se han
hallado por medio de experimentos in vitro y a altas concentraciones de este [215,216].
Dicho factor junto con el interferén-A se han descrito como potenciales sustancias
embriotodxicas. Asi mismo el interferén-A es un disruptores del crecimiento celular
alterando el proceso normal de la formacién de la membrana plasmatica y el

citoesqueleto.

El MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos 1) es un potente quimioatrayente y
activador de diversos factores especificos de los monocitos. Este factor aumentado en
el LP de las pacientes con endometriosis se traduce en una mayor activaciéon de los

macrofagos [217,218].

RANTES (del inglés “Regulated upon Activation Normally T-Expressed and presumably
Secreted”) también presente en el liquido peritoneal se ha descrito como un

guimioatrayente de monocitos y linfocitos T [219-221].
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PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas) es producido por los macréfagos
activados jugando un papel determinante en el proceso de respuesta inflamatoria
actuando como un importante mitégeno de fibroblastos y precursor angiogénico

[222,223]

1.7.2 VOLUMEN DEL LIQUIDO PERITONEAL

El liquido peritoneal es un ultrafiltrado de plasma cuyo volumen suele oscilar entre 5 a
20 ml de liquido seroso de color pajizo y que varia segun el estado fisioldgico. En el caso
de la mujer este volumen cambia durante el ciclo menstrual, alcanzando su nivel
maximo después de la ovulacién. Son varios los factores que determinan el volumen de
liqguido peritoneal como la actividad folicular, la vascularidad del cuerpo luteo y la

produccién de hormonas [224,225].

Se han realizado diversos estudios como los llevados a cabo por Oral [203] y
colaboradores en los que se ha puesto de manifiesto que la endometriosis puede alterar
el volumen del liquido peritoneal, concretamente aumentando su volumen. Esto ocurre,
porgue la endometriosis altera la permeabilidad mesotelial o bien aumenta la presion

osmoética como resultado de la alteracién del contenido en proteinas[203].

Los estudios llevados a cabo por Syrop intentaron determinar qué relacién existia entre
el volumen del liquido peritoneal y la condicién de infertilidad asociada con la
endometriosis. Llegaron a la conclusion que las mujeres que lograron llevar a término
un embarazo presentaban un volumen de liquido peritoneal significativamente menor
gue aquellas que no lograron el embarazo. Por lo tanto, el volumen de liquido peritoneal

se relaciond con la tasa de embarazo [224,226].
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2. Hipdtesis y Objetivos

La hipdtesis de partida de este trabajo es la siguiente:

Que existe un perfil de miRNAs diferentemente expresado en el liquido peritoneal de
pacientes con endometriosis que se puede utilizar como herramienta diagndstica de la
enfermedad, pudiendo estar relacionado a su vez con estatus de fertilidad de las

pacientes.

El objetivo principal de este trabajo fue:

Determinar la existencia de un perfil de miRNA en liquido peritoneal y su posible relacion

con el estatus de fertilidad en las pacientes con endometriosis.

Los objetivos especificos que se han desarrollado en este trabajo han sido los siguientes:

1) Caracterizacién del perfil de miRNAs caracteristico del liquido peritoneal de
pacientes con endometriosis.

1.1) Identificacién de las dianas y las vias afectadas por los miRNAs

desregulados en el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis y su potencial

implicacion en el desarrollo de la enfermedad mediante estudios in silico sirviéndonos

de bases de datos disponibles on line.

1.2) Validar por qRT-PCR los resultados obtenidos de los arrays de expresion de

miRNAs en una cohorte mayor de muestras.

1.3) Determinar la influencia de la fase del ciclo y el estatus de fertilidad en el

perfil de miRNAs del liquido peritoneal de pacientes con endometriosis

2) Valoracion de los niveles proteicos (VEGF-A, TSP-1, uPA, PAI-1, MMP3, TIMP-1, IL-6,
IL-8, IL-17a, MIP1beta en liquido peritoneal de pacientes con endometriosis de los
principales factores angiogénicos, mediadores inflamatorios y proteoliticos.

2.1) Determinar la influencia de la fase del ciclo y el estatus de fertilidad en el

contenido proteico del liquido peritoneal de pacientes con endometriosis.
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3. Material y Métodos

3.1 GRUPOS CLINICOS

Se ha llevado a cabo estudio retrospectivo en el que se incluyeron una cohorte de 126
pacientes con endometriosis y 45 controles, ambos grupos formados por mujeres
caucasicas intervenidas por cirugia laparoscépica. Se trata de un estudio retrospectivo
de casos y controles. El protocolo de recogida de muestras se llevé a cabo entre los afios

2003 a 2016.

Los criterios de inclusion como pacientes fueron que las pacientes estuvieran afectas de
endometriosis en los diferentes estadios (I-1l y lll-1V). En todas las pacientes se realizo
un abordaje laparoscépico con extirpacién de lesiones endometridsicas y confirmacion

anatomopatoldgica del diagndstico.

La clasificacion que se utilizé para diferenciar los distintos estadios de la enfermedad
corresponde a los propuestos por la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva
(ASRM) que se llevo a cabo teniendo en cuenta la ubicacion de las lesiones, su didametro,
profundidad y densidad de las adherencias determinadas mediante laparoscopia,
adjudicando una seria de puntos en funcion de los parametros anteriores. De manera

abreviada la enfermedad se caracteriza en los siguientes estadios:

e Estadio | (minima): implantes aislados y sin adherencias.

e Estadio Il (leve): implantes superficiales menores de 5 cm. Adheridos o
diseminados sobre la superficie del peritoneo y ovarios.

e Estadio Il (moderada): implantes multiples superficiales o invasivos.
Adherencias alrededor de las trompas o periovdricas, que pueden ser evidentes.

e Estadio IV (severa): implantes multiples, superficiales y profundos que incluyen
grandes endometriomas ovadricos. Usualmente se observan adherencias

membranosas extensas.

Dicha clasificacidn se realizd en base a los hallazgos laparoscépicos por un cirujano

experto siguiendo las directrices marcadas por la ASMR.
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Para determinar la fase del ciclo tanto de las pacientes como de las controles se hizo
mediante la correspondiente analitica hormonal.

Quedaron excluidas del estudio aquellas pacientes afectadas por menorragia o
hipermenorrea, pacientes que en el momento de la intervencion quirdrgica se
encontraban bajo tratamiento hormonal o habian recibido dicho tratamiento en los tres
meses previos al estudio, embarazadas o mujeres que se encontraban en el periodo de

lactancia en los 6 meses previos.

Todas las pacientes incluidas en el estudio, asi como las controles firmaron libremente
el consentimiento informado (Anexo 2). Los procedimientos Illevados a cabo en este
estudio se hallan sujetos a los principios éticos de la Declaracion de Helsinki (1964). Asi
mismo, este estudio ha sido aprobado por los Comités Eticos de Investigacién Biomédica

del Hospital Universitario la Fe y el Hospital Universitario General de Valencia.

Para el estudio del perfil de expresidn de miRNAs en liquido peritoneal, se incluyeron un
total de 126 pacientes con una media de edad de 32,4 afios (rango 20-47 aios) (Tabla

3).

Como controles se incluyeron en el estudio un total de 45 mujeres sin endometriosis,
(edad media: 36,1 afios con un rango 28-47 afios), las cuales se sometieron a diferentes
procesos quirdrgicos como esterilizaciones tubdricas. La ausencia de endometriosis se
confirmé mediante un examen minucioso del peritoneo pélvico y extrapélvico, los
ovarios, el intestino y el diafragma con el fin de detectar lesiones endometridsicas.

La ausencia de enfermedad en dichas mujeres se realizd en el momento de la

intervencion quirdrgica (Tabla 2).

. GRUPOCLINICO  N°  MEDIAEDAD  FERTILES  ESTERILES |
Pacientes 126 32,4 afios (rango 58 68
20-47 afios)
Controles 45 36,1 afios (rango 23 22
28-47 afios)

Tabla 2. Numero de pacientes y controles, edad media y estatus de fertilidad.
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El 54% de las pacientes tenian antecedente de esterilidad, definida por la ausencia de

embarazo tras un afio de relaciones sexuales no protegidas (n=68 de 126).

La determinacién de la fase del ciclo menstrual se realizé mediante analitica hormonal
el mismo dia de la cirugia y antes de la administracion de la anestesia. El 46,82 % (n=59)
de las pacientes se encontraban en fase proliferativa, el 43,65% (n=55) en fase secretora,
y el 9,53% (n=12) en menstrual (Tabla 4). En dicha analitica hormonal se valoraron los
niveles de estradiol y progesterona para poder determinar la fase del ciclo (Tabla 3).

Siendo los valores los siguientes:

FASE PROGESTERONA ESTRADIOL
Folicular 0,31-1,52 ng /mL 22.4 - 115 pg/mL
Latea 5,16-18,56 ng / m 32.1-517 pg/mL

Preovulatoria

36.5 -246 pg/mL

Tabla 3. Valores de progesterona y estradiol por fase del ciclo.

En el caso de las controles el 48,9% (n=22) se encontrarian en fase proliferativa, el 42,2%

(n=19) estarian en fase secretora, y el 8,9% restante (n=4) estaban en fase menstrual

(Tabla 4).
FASE DEL CICLO PACIENTES % CONTROLES %
Proliferativa 59 46,82 22 48,9
Secretora 55 43,65 19 42,2
Menstrual 12 9,52 4 8,9

Tabla 4. Numero de pacientes segun fase del ciclo menstrual.

3.2 LUGARES DE EJECUCION

El estudio que se llevd a cabo fue multicéntrico en cuanto al proceso de reclutamiento
de pacientes. Las pacientes y las controles han sido reclutadas tanto del Servicio de
Ginecologia del Hospital General Universitario de Valencia, asi como del Hospital Casa

de Salud de Valencia en los cuales se han llevado a cabo el diagndstico de pacientes,
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seguimiento clinico, y las diferentes pruebas de imagen, asi como la recogida de las
muestras durante la cirugia.

Por otra parte, todos los estudios de biomarcadores y las técnicas de biologia molecular
necesarias se han realizado en el Hospital la Fe de Valencia en el grupo de Investigacion
en Cardiopatias Familiares, Muerte Subita y Mecanismos de Enfermedad (Instituto de

Investigacion Sanitaria La Fe) (Figura 14).

LAV
ljnnsﬂm L

SUNIVERS) AR FOLTECE)

Figura 14. Lugares de realizacion.

3.3 MUESTRAS DE LiQUIDO PERITONEAL

Las muestras de liquido peritoneal se recogieron cuidadosamente tal y como se ha
descrito previamente [196] del fondo del saco de Douglas y del espacio vesico-uterino.
Este protocolo consiste en la aspiracion del liquido peritoneal a través de la canula
laparoscdpica colocando a la paciente en posicidn quirdrgica de anti-Trendelenburg en
decubito supino de 202 [227]. Las muestras de liquido peritoneal fueron recogidas en

tubos conicos estériles graduados de 50 ml (Figura 15).

Posteriormente en el laboratorio se centrifugé el liquido peritoneal a 1.500 x g durante

30 minutos a 42 con el fin de eliminar el componente celular. Seguidamente y en
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condiciones de esterilidad, en campana de flujo laminar, se hicieron alicuotas y se
guardaron a -802C hasta su empleo. Para el estudio se han incluido pacientes y controles
en las diferentes fases del ciclo menstrual, con el fin de poder determinar
posteriormente diferencias entre fases.

Los liquidos peritoneales que tras la centrifugacidon presentaron hemdlisis fueron

eliminados.

La hemdlisis se determind en primer lugar visualmente tras la centrifugaciéon y
posteriormente se corroboré midiendo la absorbancia a 414 [228] con el
espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000b (Nanodrop Productos, Wilmington, DE, USA).
El NanoDrop® ND-1000 es un espectrofotometro de espectro total (220-750nm) que
mide concentraciones con 1 pl de muestra, con gran exactitud y reproductibilidad.

Utiliza una nueva tecnologia que usa la tensidn superficial para mantener la muestra en

su sitio y se eliminan las cubetas de mesura.

mi

peritoneal en el quiréfano, en en tubos rmp a 42C para separar el L.P del campana de flujo

Recogida de liquido Se recogié el L.P Centrifugacién durante 30’ a 3000 Alicuotar en

cbnicos de 50 ml. componente cel-lular. laminar bajo
condiciones de
esterilidad

Congelar a -802 C

I i

Figura 15. Protocolo de recogida de muestras de liquido peritoneal.
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Al tratarse de un estudio retrospectivo, nos encontramos que teniamos una limitacion
a la hora de la cantidad peritoneal recogida de cada paciente. Esto se traduce en que de
todas las pacientes no disponiamos la cantidad suficiente para poder llevar a cabo las
valoraciones de todos los miRNAs, asi como de todas las proteinas. Por lo tanto, en las
Tabla 5y 6 se recogen el numero total de controles, asi como de pacientes distinguiendo

de estas ultimas entre los 4 estadios de la enfermedad.

miRNA N2 de controles (CPF) N2 Pacientes N2 Pacientes

Estadio I-1I Estadio IlI-IV
miR-29¢-3p (n=27) (n=16) (n=60)
miR-106b-3p (n=43) (n=23) (n=97)
miR-130a-3p (n=27) (n=16) (n=60)
miR-150-5p (n=36) (n=21) (n=90)
miR-185-5p (n=40) (n=22) (n=91)
miR-195-5p (n=38) (n=16) (n=80)
miR-451a (n=34) (n=24) (n=98)
miR-486- 5p (n=41) (n=22) (n=96)
miR-1343-5p (n=22) (n=13) (n=63)

Tabla 5. Numero total de pacientes y controles incluidas en el estudio de miRNAs en el liquido peritoneal, asi como
la clasificacién por estadios de estos.

proteinas N2 Controles N2 Pacientes N2 Pacientes

Estadio I-1I Estadio IlI-IV
VEGF-A (n=42) (n=25) (n=96)
TSP-1 (n=33) (n=11) (n=42)
uPA (n=30) (n=10) (n=46)
PAI-1 (n=34) (n=16) (n=69)
MMP-3 (n=32) (n=11) (n=43)
TIMP-1 (n=31) (n=4) (n=46)
IL-6 (n=32) (n=15) (n=55)
IL-8 (n=32) (n=15) (n=56)
IL-17a (n=32) (n=15) (n=56)
MIP1b (n=31) (n=15) (n=55)
PDGF-AA (n=32) (n=15) (n=55)
RANTES (n=30) (n=14) (n=55)

Tabla 6. Ntiimero total de pacientes incluidas en el estudio de los niveles de proteinas en el liquido peritoneal, asi
como la clasificacidn por estadios de los mismos.

66



3. Material y Métodos

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 EXTRACCION DE RNA TOTAL A PARTIR DEL LIQUIDO PERITONEAL

La extraccion de RNA total, incluyendo la fraccion de miRNAs a partir de liquido
peritoneal y plasma se realizé con el Kit comercial miRNeasy Mini Kit (Qiagen cat. No
217004).

Este protocolo se modifica en funcién de si vamos a destinar el RNA para la realizacion
de arrays de expresion de miRNAs o bien si este RNA total se va a emplear para la
cuantificacion de miRNAs por RT-qPCR (Figura 16).

En este ultimo caso si el RNA extraido se va a destinar para su validacién por RT-qPCR
afiadiremos MS2 (Ref. 10165948001-RNA, MS2 Sigma-Aldrich) como carrier que
incrementara la union del ARNt a la membrana de purificacién. Ademas, en este
protocolo también se usa un RNA exdgeno procedente de C. elegans (cel-miR-39-3p)
como control externo para monitorizar los procesos de amplificacién y deteccion.

Los acidos nucleicos purificados con este Kit siempre que hayamos incluido MS2 i cel-
miR-39 -3 p no podran ser cuantificados por espectrofotometria o fluorimetria ya que
contendran una mezcla de dacidos nucleicos virales y carrier, por lo que para su

cuantificacion utilizaremos RT-PCR cuantitativas.

Input 150l _

RT-qPCR

Array de expresién de miRNA

(Affymetrix GeneChip miRNA
4.0)

|

Biofluido a

estudiar RNA)

| ; = | Bioanalizador
Input 300pl ‘ (Andlisis de la calidad del

SR

SERVICIO DE ARRAYS I1S HOSPITAL LA FE

Figura 16. Protocolo de extraccion del RNA.
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3.4.2 EVALUACION DE LOS NIVELES Y LA CALIDAD DEL RNA

Una vez extraido el RNA procedimos a evaluar su integridad y pureza con el fin de elegir
las mejores muestras para los arrays. Para ello se utilizd por una parte el bioanalizador
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies®) que es un sistema empleado para determinar
la calidad del RNA y la cantidad de una forma mas fiable y precisa que otros sistemas
mas tradicionales. La tecnologia de este aparato esta basada en un sistema de
microelectroforesis que utilizan nanocapilares. Es por este motivo por el cual se requiere
menos cantidad de RNA, asi como menos tiempo empleado para la determinacién. En
la actualidad, este tipo de tecnologias se ha convertido en un paso ineludible en la
determinacién de la calidad en muestras de RNA, dada su mayor sensibilidad y fiabilidad,

si se compara con otros procedimientos como los geles de poliacrilamida y agarosa.

Con estos andlisis podemos obtener un algoritmo llamado RIN (RNA Integrity Number)
gue nos va a permitir conocer la calidad de las muestras del RNA total en base a un rango
numérico del 1 al 10. De manera que un valor de 1 nos estaria indicando que la muestra
de RNA se encuentra totalmente degradada y 10 seria aquellas muestran que presentan

su RNA intacto [229].

Para las aplicaciones de RT-PCR y microarrays se recomienda un RIN minimo de 7,
aunqgue depende del tipo de muestra. En nuestro caso, fijamos un valor RIN igual o
superior a 7,0 para ensayos con microarrays, basandonos en la definicion de buena
calidad de RNA de Ibberson [230]. Gracias a esta tecnologia se estandariza el proceso de
interpretacion de la integridad del ARN y se eliminan los sesgos asociados a la

interpretacion individual, utilizando minimas cantidades de muestra.

Este sistema nos permitidé comparar cuantitativamente la integridad de todas las
muestras de RNA del experimento, ya que para que los resultados de microarrays sean
comparables todas las muestras deben tener una calidad similar. Por otro lado, permite
analizar el grado de contaminacion de DNA gendmico de las muestras de RNA.

La calidad del DNA también fue evaluada con NanoDrop® ND-1000 (Nanodrop Products,
Wilmington, De, USA).
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3.4.3 SELECCION DE MUESTRAS PARA LOS ARRAYS. ARRAY DE EXPRESION DE
miRNA (Affymetrix GeneChip miRNA 4.0).

Las muestras que se seleccionaron para el array fueron pareadas por estadio de la
enfermedad, asi como por dia y fase del ciclo (menstrual, proliferativa y secretora). La
fase del ciclo fue comprobada mediante analitica hormonal. Se seleccionaron aquellas
muestras que cumplian con los estandares de calidad mencionados en el apartado

anterior.

Se analizaron un total de 8 muestras (4 controles y 4 pacientes). Se seleccionaron
aquellas que presentaron mejores estandares de calidad y eran representativas de los

grupos clinicos, tanto de controles como de pacientes pareadas por fase del ciclo.

El microarray es una tecnologia basada en la hibridacién molecular en la que, sobre una
matriz de vidrio, silicona, nylon... se sitian o “anclan” sondas (“spots”) de
oligonucleétidos (fragmentos de DNA, DNA complementarios, DNA sintetizado a partir
de mRNA, producto de PCR...) conocidos, y en una ubicacion precisa. Sobre ellos se
sitian o “hibridan” fragmentos de DNA mono-hebra desconocido, procedentes de
tejidos o muestras de pacientes. Los acidos nucleicos de muestras a analizar se marcan
por diversos métodos (enzimaticos, fluorescentes...) y se incuban sobre el panel con las
sondas fijadas. Las bases complementarias se reconocen y se visualiza su hibridacién
mediante el uso de sustancias fluorescentes, aunque también se puede utilizar
guimioluminiscencia o radiactividad. La miniaturizacion de todo este proceso permite el
anclaje, en unos pocos centimetros, de cientos de “spots” de oligonucledétidos, alineados
en filas y columnas, cada uno de los cuales se corresponde a una secuencia especifica

del DNA (Figura 17) .
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1 1,28 cm

D Fragmentos de ARN de la muestra de liquido peritoneal, con

marcadores fluorescentes hibridando con las sondas del
1,28 cm tamafio de un microarray.
microarray de ADN

M

Cientos de miles de cuadriculas
en cada microarray.

Figura 17. Fundamentos experimentales de un Microarray de oligonucleétidos de ADN.

Actualmente existen en el mercado una gran diversidad de chips en funcién de los
objetivos del experimento, siendo los mas frecuentes de proteinas, tejidos ADN de
cDNA... En nuestro caso hemos utilizado los chips de expresion GeneChip miRNA 4.0®

(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

GeneChip miRNA 4.0® utiliza como base de datos la miRBase versidn numero 20. Este
chip en cuestién cuenta con 2.578 miRNAs maduros de humanos y con 2.025 pre-
miRNAs humanos. Ademas, también nos permite valorar otros tipos de RNA humanos
como los snoRNA, CDBox RNA, o scaRNA entre otro. Este chip también contiene RNAs
para mas de 203 organismos diferentes entre los cuales destacamos rata y ratén como
ejemplos. Este chip es de gran especificidad ya que como cantidad de RNA de partida se

necesitarian una cantidad total de entre 130-500 ng.

El objetivo de la utilizacidn de este tipo de chips es detectar genes que se expresan en

un tejido, un biofluido....

Desde la aparicion de esta novedosa tecnologia los estudios que se han realizado con

los microarrays han crecido exponencialmente segun refleja el nUmero de publicaciones
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anuales. Son multiples las aplicaciones que permite esta tecnologia desde estudiar los
genes que se expresan diferencialmente en varias condiciones (sanos/enfermos,
tratados/no tratados, mutantes/salvajes), clasificacidn molecular de diversas

enfermedades complejas, prediccion de respuesta a un tratamiento...

3.4.4 ANALISIS DE LOS RESULTADOS (Partek Genomic Suite®)

Una vez obtenidos los datos procedentes de los microarrays se uso el software
informatico Partek Genomic Suite ® (Partek, Inc., St Louis, MO, USA) con el que podemos
procesar todos los datos. Es un software especificamente disefiado para llevar a cabo
alineamientos front-end, controles de calidad, cuantificacion de RNA, y andlisis de datos

en secuenciacion de nueva generacion.

Se importaron los archivos cel.data proporcionados por el servicio de arrays del IIS La Fe
a PARTEK Genomic Suite ® (PARTEK, Inc., St Louis, MO, USA). Se llevé a cabo un proceso
de normalizacidon de los datos mediante un algoritmo bioinformatico del programa.
Después de estos andlisis se cred con PARTEK una lista de miRNA con un p-valor de 0,05

(controles frente pacientes).

Con PARTEK también llevamos a cabo:

[) Cluasters jerarquicos
Los clusters jerarquicos nos permiten agrupar “objetos” similares, en nuestro caso

muestras. Cada fila o cada columna se considera un grupo. En el agrupamiento
jerdrquico, los dos clusters mas similares se combinan y contindan combindndose hasta
gue todos los objetos estan en el mismo grupo. El producto de este agrupamiento es un
“arbol” llamado dendrograma, que muestra la jerarquia de los conglomerados. Esto nos
da la posibilidad de llevar a cabo un primer analisis exploratorio para ver como los
microarrays se agrupan en base a la similitud de caracteristicas. El agrupamiento
jerdrquico se considera un método de agrupacién no supervisado, es decir, que no toma
en cuenta ninguna de las variables experimentales como el tratamiento, el fenotipo, el
tejido etc... mientras que los grupos supervisados si consideran las variables

experimentales cuando se agrupan.
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) Componentes principales del andlisis (PCA)

Siguiendo con las herramientas bioinformdaticas que nos ha proporcionado el PARTEK ®
hemos podido construir los graficos de los componentes principales del analisis (PCA).
El analisis de los componentes principales es una técnica exploratoria que se utiliza para
describir la estructura de los datos al reducir su dimensionalidad. El PCA es una
transformacion lineal que convierte las variables originales en nuevas variables que
reciben el nombre de PC (principal components). Estas nuevas variables tienen 3

caracteristicas:

a) Que los PCs estan ordenados por la varianza.

b) Que los PCs no estan correlacionados

c) Que los PCs pueden explicar la variacion en los datos.
Podemos obtener de las variables PC lo que se conoce como PCA (principal component
of analysis) que consiste en una rotacion del eje principal de las variables originales que
conserva la variacién en los datos. Por lo cual, la varianza total de las variables originales

es igual a la varianza total de los PCA.

Los resultados de estos analisis se presentan en forma de un diagrama de dispersion,
donde cada punto en el grafico es una muestra, mientras que los ejes representan los
valores de PC originales. Este tipo de analisis se ha utilizado como herramienta
exploratoria. Con los diagramas de dispersiéon de los PCA podemos ver cualquier
agrupacion en el conjunto de los datos y emitir hipdtesis basadas en sus resultados, o

bien podemos detectar valores atipicos.

1)) Vulcano plots

Las graficas de vulcano plots son unas graficas de dispersién en dos dimensiones
utilizadas para visualizar la significacion y la magnitud de los cambios en las
caracteristicas (niveles de expresion de un gen) dentro de una comparacién
predeterminada. Por convencién en el eje X se representan las veces de cambio entre
dos grupos y estd en una escala log2. Por otro lado, en el eje Y encontramos una escala

en log10 con los p-valor de la prueba estadistica de la comparacion.
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Cada punto en la grafica representa el resultado estadistico de una sola caracteristica
(por ejemplo, gen, transcripcién, miRNA...). La linea vertical y horizontales negras
representan el umbral de las veces de cambio y el valor de p. Por norma general las
lineas verticales representan veces de cambio de -2/+2. LA linea horizontal representa
un valor de p significativo de 0,05. El nimero de caracteristicas (en nuestro caso cada
punto represente un miRNA distinto) estan arriba o abajo por al menos de 2 veces y

tienen un valor de p inferior a 0,05.

V) ANOVA

El analisis de la varianza (ANOVA) parte de los conceptos de regresion lineal. Un analisis
de la varianza permite determinar si diferentes tratamientos muestran diferencias
significativas o por el contrario puede suponerse que sus medias poblacionales no
difieren. El andlisis de la varianza permite superar las limitaciones de hacer contrastes
bilaterales por parejas que son un mal método para determinar si un conjunto de
variables con n > 2 difieren entre si. Llevamos a cabo este tipo de analisis para ver si
habia diferencias entre los diferentes “tratamientos” (control/paciente combinado con
las fases del ciclo menstrual y informacion sobre fertilidad). EIl ANOVA nos permitié la
elaboracidén de una lista con los miRNAs diferentemente expresado con una significacién

de p-valor < 0.05 (utilizamos el paquete estadistico SPSS).

V) PCA (Principal Component Analysis)

El andlisis de Componentes principales (siglas del inglés PCA) es una herramienta
estadistica que nos ofrece la posibilidad de reducir la dimensionalidad de las bases de
datos que estamos manejando. Esta técnica se emplea cuando nuestro objetivo es hacer
mas sencilla la base de datos y seleccionar un numero de predictores menor o bien

porgue queremos que la comprensidn de la base de datos sea mas sencilla.
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3.4.5 ANALISIS IN SILICO PARA VALIDACION Y SELECCION DE MIRNAS MADUROS

El analisis in silico tiene la finalidad de predecir posibles genes diana sobre los que
pueden actuar los miRNAs diferentemente expresados en el liquido peritoneal de las

pacientes frente al perfil de miRNAs de los controles.

Posteriormente, se seleccionaran aquellos miRNAs para su validacién que presenten las
mayores diferencias significativas en cuanto a los niveles de expresion se refiere entre
pacientes y controles. Mediante algoritmos bioinformaticos de libre acceso que se
detallan en la Tabla 7 seleccionamos aquellos miRNAs diferentemente expresados cuyas
dianas estuvieran implicadas en procesos de angiogénesis, protedlisis o inflamacion en

la endometriosis.

Bases de datos para dianas validadas Bases de datos para dianas predichas

MIRTARBASE DIANA-MICROT (http://diana.imis.athena-
innovation.org)

TARBASE MICRORNA.ORG

MIRRDB

RNA22-HSA

TARGETMINER

TARGETSCAN-VERT

Tabla 7. Bases de datos para dianas de miRNAs validadas/ predichas.

En este proyecto se utilizaron dos tipos de algoritmos bioinformaticos de libre acceso,
por una parte, algoritmos que nos permitian conocer los miRNAs validados y por otra
otras que nos proporcionaban informacion sobre potenciales dianas de accién de estos
miRNAs.

En nuestra investigacion hemos utilizado varias de estas bases de datos de las que

detallaremos alguna a continuacion.

) miRDB

Esta base de datos es una de las mas utilizadas, por varias razones, en primer lugar,
porque nos da informacidén muy fiable sobre la nomenclatura de los miRNAs, ya que en

los ultimos afios ha habido bastantes modificaciones respecto a la manera de nombrar
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los miRNAs [118,231,232]. En esta base de datos podemos encontrar informacién sobre

dianas de miRNAs de cinco especies: humanos, rata, raton, perro y pollo.

Como resultado de la busqueda se nos generaran unas tablas, con diversos items. Uno
de especial importancia es el target score. Todas las dianas predichas (targets) tienen
un valor de prediccion entre 50-100. Este score es asignado por un algoritmo informatico
de prediccion. Los scores mas elevados nos estaran indicando una mayor probabilidad
de prediccién. Por lo tanto, la base de datos nos devolverad las dianas predichas
ordenadas de mayor a menor por lo que a target score se refiere. Desde la base de datos
se recomienda que para una buena fiabilidad en la predicciédn tengamos en cuenta solo
los score > 80. Si estamos interesados en alguna diana predicha con un score <60
recomiendan buscar alguna otra evidencia que permita predecir esa diana.

Como hemos comentado anteriormente, también encontraremos el nombre completo
del miRNA normativizado, asi como una descripcion del gen que se predice que puede

estar regulando.

) TargetScan

Otra de las bases de datos que hemos consultado con el fin de contrastar los datos de
miRDB ha sido TargetScan [233]. TargetScan puede predecir las dianas de miRNA
basandose en la busqueda de regiones conservadas de 8mer, 7mer, 6mer que hacen

referencia a los nucleétidos complementarios en los que se basan las predicciones.

Estos tres sitio 8mer,7mer, y 6mer (Figura 18) son las seed region que predice con mayor
probabilidad. Aunque TargetScan también nos da la posibilidad de identificar sitios

menos conservados.
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Canonical site types

Seed
match
M
m ..................... NNNNNN........ Poly(A) Offset 6mer site
m ....................... NNNNNN....... Poly(A) 6mer site
L ORF [FUR NNNNNNA. ... Poly(A) 7mer-AT site
L ORF [NUUURRRS NNNNNNN.......Poly(A) 7mer-m8 site

o —— NNNNNNNA.....Poly(A) 8mer site
OROURK,
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN - 5 miRNA
w

Seed

Figura 18. Sitios predichos de complementariedad en la secuencia del miRNA (TargetScan)

Después de estas busquedas bioinformaticas, seleccionamos aquellos miRNAs
diferentemente expresados con dianas implicadas en angiogénesis, protedlisis y
procesos inflamatorios o endometriosis para comprobar los resultados obtenidos a
partir del array mediante la técnica gRT-PCR en una cohorte mayor de muestras.

A continuacién, se resumen las principales dianas de los miRNAs que hallamos

diferentemente expresados de manera significativa en el estudio (Tabla 8).
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miRNA Secuencia miRNA 5’-3’ Dianas Validadas Dianas Predichas
(miRTarbase) (TargetScan)
hsa-miR- UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA | VEGFA, PDGFB-C, THSD4 | COL3A1, VEGFA, DNMT3A,
29c¢-3p (TSP-1D4), SERBP1, TMEM183A, COL5A3,
ADAMTS2 COL11A1, DNMT3B,
TNFRSF1A, COL15A1,
COL19A1, COL4A2,
TMEM169, COL4A1,
COL22A1, COL5A2,
TMEMG5, TET2, STX16,
hsa-miR- UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG | GAPDH, TET3, | No hay
ALl macrdéfagos
hsa-miR- AAACCGUUACCAUUACUGAGUU | MIF, IL6R, MMP2, MMP9, | MIF, IL6R, FGF5,
451a BCL2, MYC, ABCB1
TMED7
hsa-miR- UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG | TMED1 (vesicular | FGF7, FOXO1 (via Notch),
486-5p trafficking, innate | CADM1
immunity), SERPINE-1
(PAI-1), IGF1, CADM1
hsa-miR- UGGGGAGCGGCCCCCGGGUGGG | IL21R, COL1A2, | VEGF-A, CLDN9, TNF, IL2RB,
1343-5p AGO2, WNT7A, IL17C, VAMP2,

NGFR, WNT4,

Tabla 8. Recopilacion de las dianas predichas y validadas de los miRNAs. Dichas dianas presentan diferencias

significativas en los niveles de expresidn entre controles y pacientes.

Ademads de los anteriores miRNAs seleccionados, y no habiéndose observado diferencias

significativas en los arrays, se decidié medir el miR-130a-3p, -150-5p, -185-5p y 195-5p

basandonos en resultados previos de nuestro grupo teniendo en cuenta que dichos

miRNAs también tenian diana de relevancia para la etiopatogenia de la enfermedad

(Tabla 9).
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miRNA Secuencia miRNA 5’-3’ Dianas Validadas
hsa-miR-130a-3p CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU SERPINE1, COL4A1, IL6R, COL4AS5,
VEGFA,

COL1A2, SERPINB7, FAS (TNFR

superfamilia)
hsa-miR-150-5p UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG No posee* ADAM12
hsa-miR-185-5p UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA VEGFA, THSD7A, CLDN11, IL17R, HIF3a,
EDA2R
hsa-miR-195-5p UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC COL12A1, CDCA4, BCL2L2, VEGFA,

CLDN12, CCND1, SERBP1, DICER1,
ADAMTSS5, GHR, CLDN2, ESRRA, ESRRG,
ADAMTS1

Tabla 9. Dianas validadas de los miRNAs que no presentan diferencias significativas en los niveles de expresion
entre controles y pacientes.

3.4.6 VALIDACION POR gRT- PCR

Para validar los resultados obtenidos a partir del array se utilizé la reaccién en cadena
de la polimerasa de manera reversa en tiempo real. Esta fase de validacidn se centré en
los 9 miRNAs cuyas dianas se centraban en procesos de angiogénesis, protedlisis,
inflamacién o relacionados con la endometriosis en base a los resultados de estudios
anteriores de nuestro grupo. Se utiliz6 como normalizador externo para verificar el

correcto desarrollo del proceso el cel-miR-39-3p.

La cuantificacion se llevé a cabo en muestras de RNA total usando el ensayo RT-PCR
Exigon. El miRCURY LNA™ Universal RT (Exiqgon, Vedbaek, Dinamarca) es un sistema
disefiado para detectar de manera muy sensible miRNA por medio de una PCR
cuantitativa a tiempo real usando SYBR ® Green. Este método esta basado en una
retrotranscripcion inversa (RT) seguida de una PCR cuantitativa a tiempo real con

primers LNATM.
El primer paso una vez extraido el RNA de las muestras del biofluido (s liquido

peritoneal) era obtener el cDNA para ello utilizamos el Universal cDNA Synthesis Kit I/

(Exigon, Vedbaek, Dinamarca). Esto nos permite hacer una unica RT que vamos a poder
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utilizar para llevar a cabo todas las PCRs especificas que consideremos, evitandonos
protocolos mas largos como los mads clasicos en los que se tenia que realizar una RT

especifica por cada miRNA que se queria medir.

Posteriormente las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Eppendorf
Mastercycler, siguiendo als recomendaciones del fabricante. Entonces, se aplicé la
técnica de PCR para amplificar el cDNA de las diferentes muestras usando el ensayo
ExiILENT SYBR® Green, que es un master mix de PCR especificamente disefiado por
Exigon miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR system. (Exiqon, Vedbaek,

Denmark). Este protocolo utiliza con cebadores quimicamente modificados (LNA™).

El protocolo se realizd siguiendo las recomendaciones del fabricante en un
termociclador Light Cycler 480 (Roche Applied Science, Penzberg, Germany) y se

consideraron validos ciclos <35 (Figura 19).

Schematic outline of the miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR System.

Step 1: First-strand synthesis (RT)
Mature microRNA

Al AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
B) AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
e TTTTTTTTTTITTTTT

3" degenerate anchor ~4 tnersal 2y

Step 2: Real-time PCR amplification
miR-specific forward primer
™ . . &
+-0

TTTTTTTTTITTTLTT

miR-specific reverse primer

) —

Figura 19. Esquema de miRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR System (Fuente: Instruction manual v 6.2
miRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR)
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Por ultimo, la cuantificacidn relativa de la expresion de los miRNAs se calculé usando el
método 2 "2, usando el cel-miR-39-3p como normalizador exdgeno, habiéndolo
anadido a la muestra antes de la extraccion de RNA. Los resultados obtenidos se

representan como veces de cambio relativas a la media de los valores de controles.

3.4.7 CUANTIFICACION DE METABOLITOS

VEGF, MIP-1B3, PDGF-1f3, RANTES, IL-6, IL-8 e IL-17 considerados como metabolitos de
interés en la patologia, se cuantificaron usando el Kit MILLIPLEX ® MAP Kit Human

Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (Luminex® Corporation, Austin, Texas, USA).

Esta tecnologia es multiparamétrica y posibilita el analisis simultaneo de hasta 100
analitos distintos de una misma muestra en un solo pocillo. El protocolo consiste en un
inmunoensayo en la que se utilizan esferas magnéticas marcadas con anticuerpos contra
los metabolitos de interés a medir. Este protocolo se realizd segun las recomendaciones
del fabricante y las placas se leyeron en el citémetro de placas Luminex 200 (Luminex®
Corporation, Austin, Texas, USA).

Posteriormente los data.file se analizaron mediante el paquete estadistico SPSS version

20 para Windows (SPSS Inc.).

3.4.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Todas las variables estudiadas mostraron una distribucidn normal tras aplicar el test
Kolmogorov-Smirnov. Los datos se han expresado como media % error tipico de la media
(ETM). Las diferencias entre las medias se analizaron mediante el test ANOVA.

Cuando se detectaron valores de p significativos, se realizaron los andlisis post-hoc
mediante el test de Bonferroni. Las diferencias entre las variables estudiadas en liquidos
peritoneales de mujeres con endometriosis vs. mujeres sin endometriosis para el mismo

tratamiento se analizaron mediante un test t-Student para muestras no pareadas.
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Las diferencias entre los dos grupos en las variables estudiadas fueron analizadas
usando el test t Student y el U test de Mann-Whitney. Las diferencias entre las variables
de estudio entre varios grupos se calcularon mediante el test ANOVA o Kruskall-Wallis.
Las correlaciones entre las variables se calcularon mediante el test de correlacién
bivariante de Pearson. Se consideraron significativos p valores < 0.05 (test de dos colas).
Los test estadisticos se realizaron usando el software SPSS version 20 para Windows

(SPSS Inc.).
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4, Resultados

4.1 CARACTERIZACION DEL PERFIL DE miRNAs EN LIQUIDO PERITONEAL DE
PACIENTES CON ENDOMETRIOSIS.

Se ha demostrado que el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis tiene
potencial regulador sobre las células endometriales y endometridsicas tanto de
pacientes como de controles. Por ello nos propusimos como objetivo caracterizar el

perfil de miRNAs en liquido peritoneal que tenian las pacientes con endometriosis.

Se ha caracterizado el perfil de miRNAs mediante arrays de expresidn en seis muestras
de liquido peritoneal de pacientes y en seis muestras de liquido peritoneal de mujeres
control, teniendo en cuenta seleccionar dos muestras por cada fase del ciclo menstrual

(secretora, proliferativa y menstrual).

Se seleccionaron 6 pacientes y 6 controles pareados por fase del ciclo. Seleccionamos
aquellas muestras que eran mas representativas y cumplian los mejores parametros de

calidad.

El hecho de seleccionar 12 muestras Unicamente para los arrays (Tabla 10). se debe a
qgue dicha metodologia técnica supone un método exploratorio que nos permitié tener
una imagen global de todos los miRNAs diferentemente expresados en ambos grupos
clinicos. De todos los miRNAs que se mostraron con diferencias entre controles y
pacientes seleccionamos concretamente aquellos que realmente mostraban diferencias

estadisticas significativas y por lo tanto posibles biomarcadores de enfermedad.

Una vez seleccionados estos, procederiamos a su validacion en una cohorte mucho

mayor de pacientes y controles (126 pacientes y 25 controles)

Presencia de Ne Edad media (afios)
endometriosis
Pacientes 6 35,67
Controles 6 35,17

Tabla 10. Numero de muestras seleccionadas para el array con medias de edad.
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Se ha observado, mediante un andlisis de los componentes principales, teniendo en
cuenta el factor “paciente”, diferencias significativas entre muestras. Este andlisis nos
permite una primera aproximacién exploratoria de los datos mostrandonos que el grupo
de pacientes presentan una mayor dispersidon por lo que se refiere al contenido de

miRNA.

En la Figura 20 observamos que la esfera de color morado (pacientes) es mucho mas
grande que la de color rojo (controles). Este fendmeno nos indica que los pacientes
tienen una mayor dispersidon en cuanto a la variedad de miRNAs diferentemente

expresados si lo comparamos con los controles.
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* CONTROL
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Figura 20. Analisis de los componentes principales (PCA del inglés Principal Component Analysis). Se compara los
patrones de expresion de los miRNA entre las pacientes con endometriosis y las mujeres control.

Mediante el array se ha detectado que existen 126 miRNAs maduros que estdn
diferentemente expresados (p< 0,05 y > 1,2 veces de cambio) en las 6 muestras de

liquido peritoneal de pacientes con endometriosis (48 up-regulated y 78 down-
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regulated) comparado con los 6 controles (Tabla 1 y Anexo 2).

De la tabla que figura en el anexo 1 se seleccionaron los siguientes miRNAs (Tabla 11)
para su posterior validacion por gRT-PCR, puesto que se observaron dianas implicadas

en diferentes mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad.

miRNA P-valor Fold-Change
hsa-miR-1343-5p 4.66E-02 -3.418
hsa-miR-29c-3p 4.36E-02 -1.295
hsa-miR-106b-3p 1.22E-02 1.689
hsa-miR-451a 3.49E-02 4,172
hsa-miR-486-5p 3.86E-02 8.235

Tabla 11. miRNAs seleccionados para el array. Muestra los 6 miRNAs que se han seleccionado por su relevancia en
la patologia y por su significacion estadistica del array (p< 0,05y > 1,2 veces de cambio).

Ademas de los miRNAs anteriores, también se seleccionaron para su posterior validacion
por gRT-PCR 4 miRNAs extras (Tabla 12) debido a sus potenciales dianas que podian
estar involucradas en procesos tales como angiogénesis, protedlisis y remodelacién

celular en la endometriosis, aunque estos no tuvieran una significacion estadistica en el

array.

miRNA P-valor Fold-Change
hsa-miR-130a-3p 0.7838 -1.173
hsa-miR-150-5p 0.5394 1.146
hsa-miR-185-5p 0.1418 2.634
hsa-miR-195-5p 0.8291 1.094

Tabla 12. miRNAs seleccionados por su importancia en la patologia. Muestra los 4 miRNAs que se han seleccionado
por su relevancia en la patologia, aunque no tuvieran diferencias significativas en el array.

Se observaron diferencias cualitativas representando los datos del ANOVA en diferentes
diagramas tipo vulcano plot. Estos graficos de dispersidon nos permiten ver una primera
aproximacion a las diferencias entre grandes conjuntos de datos como son nuestros
resultados de los arrays.

En primer lugar, si observamos la Figura 21 nos muestra el contraste entre controles y

pacientes. Lo que representan cada punto son los diferentes miRNAs estudiados. En la
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Figura 21 se muestran en color rojo los miRNAs que se encuentran diferentemente
expresados en controles y pacientes con mas de 1,2 veces de cambio y un p-valor < 0,05
y en azul aquellos miRNAs cuya expresidn no presenta diferencias significativas entre el
grupo de controles y pacientes. Del 0 hacia la derecha se representan aquellos miRNAs
gue estan aumentados en las pacientes respecto de los controles y hacia la izquierda del
0 aquellos que se encuentran infra expresados en los pacientes con respecto a los

controles.

Control vs Paciente

0,0001

Figura 21. Vulcano plot del contraste controles vs pacientes. Se encuentran representados los miRNAs en los cuales
existe una diferencia entre controles y pacientes de mas de 1,2 veces de cambio y un p-valor < 0,05 En rojo se
representan los miRNAs con un p < 0.05, puntos azules p > 0.05.

A continuacién, con el fin de evaluar la magnitud de las diferencias entre controles y
pacientes se representd mediante vulcano plot grafico 2. las veces de cambio [log2
(ratio endometriosis/control)] vs p-valor de cada miRNA maduro. Asi mismo en el
siguiente vulcano plot destacamos los miRNAs que hemos seleccionado con su posterior
validacién por RT-qPCR. De esta manera grafica vemos que el miR-29¢c-3p y el miR-1343-
5p se encuentra infra-expresado en los controles respecto a los pacientes. Por el otro
lado seran los miR-106b-3p, miR-486-5p y miR-451a (Figura 22) los que se encuentres
sobre-expresados en las pacientes comparado con los niveles que los mismos miRNAs

presentan en las controles.
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Figura 22. Vulcano plot del contraste controles vs pacientes con miRNAs. Se encuentran representados los miRNAs
en los cuales existe una diferencia entre controles y pacientes de mas de 1,2 veces de cambio y un p-valor < 0,05 de
aquellos miRNAs que se han encontrado que tienen dianas importantes en los fendmenos etiopatogénicos. Puntos
rojos p < 0.05, puntos azules p > 0.05. Las lineas discontinuas representan + 1,2 veces de cambio

Con el fin de evidenciar las diferencias en el perfil de expresién de los miRNAs en el
liguido peritoneal de mujeres y controles los 126 miRNAs con diferencias significativas
fueron representados de manera conjunta en un cluster jerarquico (Figura 23)
evidenciando asi un perfil de expresién claramente diferenciado entre controles y

pacientes.
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Figura 23. Cluster jerarquico supervisado. Se han representado los 126 miRNAs con valores significativos y +/- 1,2
veces de cambio y p valor-<0,05.

Posteriormente, una vez evidenciadas las diferencias entre controles y pacientes se hizo
un estudio in silico de las dianas tanto predichas como validadas de los miRNAs que
habian presentado diferencias significativas. Se seleccionaron aquellos miRNAs cuyas
dianas seglun miRBase estaban relacionados con los procesos de angiogénesis,

protedlisis y procesos inflamatorios que estuvieran implicados en la endometriosis.

Después del analisis in silico se determinaron que el miR-29c¢-3p, -106b-3p, -451a, -486-
5p y 1343-5p se validarian por qRT-PCR basandonos en las dianas (Tabla 13) tanto
validadas como predichas de los mismos. Asi, de los miRNAs valorados en el array como
posibles candidatos medimos 3 miRNAs que estaban sobre-expresados en el liquido
peritoneal de las pacientes (miR-106b-3p,-451a y -486-5p) y 2 miRNAs que estaban

infra-expresados en el liquido peritoneal de las pacientes (miR-29¢-3p y -1343-5p).
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Respecto al criterio de seleccidon de los miRNAs escogidos para validar posteriormente

por RT-gPCR, se priorizaron de entre los 126 miRNAs aquellos miRNAs cuyos targets

estuvieran relacionados con la patologia.

miRNA Secuencia miRNA 5’-3’ Dianas Validadas Dianas Predichas
(miRTarbase) (TargetScan)
hsa-miR- UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA | VEGFA, PDGFB-C, THSD4 COL3A1, VEGFA, DNMT3A,
29¢-3p (TSP-1D4), SERBP1, TMEM183A, COL5A3,
ADAMTS2 COL11A1, DNMTS3B,
TNFRSF1A, COL15A1,
COL19A1, COL4AZ,
TMEM169, COL4A1,
COL22A1, COL5A2,
TMEM®65, TET2, STX16,
hsa-miR- UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG | GAPDH, TET3, macréfagos | No hay
106b-3p
hsa-miR- AAACCGUUACCAUUACUGAGUU | MIF, IL6R, MMP2, MMP9, | MIF, IL6R, FGF5,
451a BCL2, MYC, ABCB1 TMED7
hsa-miR- UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG | TMED1 (vesicular | FGF7, FOX01 (via Notch),
486-5p trafficking, innate | CADM1
immunity), SERPINE-1
(PAI-1), IGF1, CADM1
hsa-miR- UGGGGAGCGGCCCCCGGGUGGG | IL21R, COL1A2, AGO2, VEGF-A, CLDN9, TNF, IL2RB,
1343-5p WNT7A, IL17C, VAMP2,
NGFR, WNT4,

Tabla 13. miRNAs seleccionados para su validacion por RT-gPCR. Se muestran los miRNAs seleccionados a partir de

los resultados del array para su posterior validacion por RT-qPCR y su secuencia. Se muestra la secuencia del miRNA,

asi como los targets sobre los que actua.

Ademas de los anteriores miRNAs seleccionados, y no habiéndose observado diferencias

significativas en los arrays, se decidié medir el miR-130a-3p, -150-5p, -185-5p y 195-5p

basandonos en resultados previos de nuestro grupo teniendo en cuenta que dichos

miRNAs también tenian diana de relevancia para la etiopatogenia de la enfermedad

(Tabla 14).
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miRNA Secuencia miRNA 5’-3’ Dianas Validadas
hsa-miR-130a-3p CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU SERPINE1, COL4A1, IL6R, COL4AS,
VEGFA,

COL1AZ2, SERPINB7, FAS (TNFR

superfamilia)
hsa-miR-150-5p UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
hsa-miR-185-5p UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA | VEGFA, THSD74A, CLDN11, IL17R,
HIF3a, EDA2R
hsa-miR-195-5p UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC | COL12A1, CDCA4, BCL2L2, VEGFA,

CLDN12, CCND1, SERBP1, DICER],
ADAMTSS5, GHR, CLDN2, ESRRA,
ESRRG, ADAMTS1

Tabla 14. miRNAs seleccionados a partir de la experiencia previa del grupo para su posterior validacion por qRT-
PCR.

Estos miRNAs se encuentran principalmente, regulando la expresion de VEGFA que es
el principal factor regulador de la angiogénesis y el remodelado extracelular que
contribuye a la formacion de la lesion endometridsica [125]. Se demostrd que estos
miRNAs estaban infra-expresados en células estromales de endometrio de pacientes
con endometriosis después de ser tratados tratadas con liquido peritoneal de pacientes

con endometriosis [128].
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4.2 VALIDACION DE LA SELECCION DE MIRNAS POR qRT-PCR.

Una vez analizados los resultados de los arrays y sabiendo cuales eran los miRNAs que
estaban diferentemente expresados nos propusimos validarlos mediante otra técnica
como era la gRT-PCR. Como se muestra en la Figura 24 se detectd una sobre expresién
en pacientes de los miRNAs miR-106b-3p, miR-451a y miR-486-5p en el liquido

peritoneal de pacientes respecto de los controles.
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Figura 24. Niveles de miRNAs en liquido peritoneal de pacientes (EPF) y controles (CPF). Los datos estan presentados
como veces de cambio (fold Change del inglés) otorgando el valor de 1 para las mujeres sin endometriosis (CPF=1).
*P < 0.05; **P< 0.01 vs. CPF

Con esta técnica validamos que de los 5 miRNAs seleccionados por sus diferencias
significativas en el array encontramos que al validarlos mediante RT-gPCR sélo miR-
106b-3p, -486-5p y -45l1a presentaron una expresién relativa con diferencias
significativas entre controles y pacientes. También se encontré que el miR-150-5p
presentaba niveles mas elevados en el liquido peritoneal de pacientes respecto a los
controles, pero sin diferencias significativas. Y por ultimo no encontramos diferencias

en los otros miRNAs evaluados.
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4.3 NIVELES PROTEICOS EN LiQUIDO PERITONEAL DE PACIENTES COMPARADOS
CON LOS NIVELES PRESENTES EN EL LIQUIDO PERITONEAL DE LOS CONTROLES.

Con la finalidad de seguir profundizando en la caracterizacion del liquido peritoneal de
las pacientes con endometriosis, nos propusimos evaluar los niveles de una serie de
metabolitos relacionados principalmente con los procesos inflamatorios y angiogénicos
gue subyacen a la patologia. Estos metabolitos se seleccionaron para estudiarlos en el
liguido peritoneal basdndonos en la experiencia previa que tenia nuestro grupo en los
mismos, los cuales ya habiamos determinado en estudios anteriores del grupo su

implicacion en la patologia [18,132,234].

Se han medido los niveles de las proteinas pro-inflamatorias y angiogénicas mas
importantes (VEGF-A, IL-6, IL-8, IL-17A, MIP1b, PDGF-AA, RANTES, uPA, PAI-1, MMP3,
TSP-1 y TIMP-1) con el objetivo de conocer el estado inflamatorio y angiogénico del
liquido peritoneal de las pacientes con endometriosis. En la Figura 25 se muestran los
niveles de IL-6, IL-8, uPA y TMP-1 que estaban significativamente sobre-expresados (up-
regulated) en liquido peritoneal de pacientes con endometriosis. También se puede
observar esta misma tendencia en los niveles de VEGF-A y MMP-3, sin embargo, en este

caso no se observaron diferencias significativas.
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Figura 25. Niveles proteicos en liquido peritoneal de pacientes (EPF) y controles (CPF). Los datos representados son
la media * desviacion tipica (SEM).
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4.4 CONTENIDO DE miRNAs EN LiQUIDO PERITONEAL DE PACIENTES Y
CONTROLES SEGUN LAS FASES DEL CICLO MENSTRUAL.

Con el fin de determinar si existian diferencias en el perfil de miRNAs del liquido
peritoneal en las diferentes fases del ciclo menstrual se procediéd a analizar los
resultados de los arrays teniendo en cuenta como criterio diferenciador en este caso las
diferentes fases del ciclo menstrual.

Se han analizado los resultados de los arrays teniendo en cuenta las fases del ciclo
menstrual. En la Figura 26 que corresponde al cluster jerarquico supervisado se
representan los niveles de cada miRNA que tienen diferencias estadisticas significativas
segun la fase menstrual con un valor de p< 0.05 y con unas veces de cambio (FC del

inglés fold change) de + 1,2.
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Figura 26. Cluster jerarquico supervisado de los niveles de miRNAs en liquido peritoneal de pacientes y controles
segun la fase del ciclo menstrual.
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En el algoritmo gréfico anterior (Figura 26), se muestran los niveles de expresidn de las
12 muestras analizadas, y se puede observar la separacién de las tres fases del ciclo
como categorias independientes, siendo la fase menstrual aquella que presenta
diferencias mas evidentes entre controles y pacientes, separdndose asi también como
categorias independientes. No obstante, estas diferencias no se observaron entre las
muestras de liquido peritoneal de pacientes y controles en las fases proliferativas y
secretoras.

Ademads de la comparativa anterior, se compard por medio de vulcano plots los niveles
de todos los miRNAs estudiados entre el liquido peritoneal de las mujeres control y de
las pacientes donde se evidencia la gran cantidad de miRNAs desregulados que existen
(Figura 27). En este caso al comparar las fases de manera independiente se pudo
observar que en las fases menstrual y secretoras habia una mayor diferencia en el perfil
de expresion de los miRNAs entre controles y pacientes. Esta tendencia no se observaba

en la comparativa entre controles y pacientes en la fase proliferativa.

PACIENTE vs CONTROL

A Fase Menstrual B Fase Proliferativa
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Figura 27. Vulcano plots de los arrays de miRNAs en liquido peritoneal de pacientes y controles por fase del ciclo
menstrual. Las imagenes A-C representan los miRNAs que se encuentra diferentemente expresados en el liquido
peritoneal de pacientes y controles en cada fase del ciclo menstrual. Puntos rojos: P< 0.05, puntos azules P> 0.05. Las

lineas discontinuas representan + 1,2 veces de cambio.
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4.5 VALIDACION DE LOS NIVELES DE miRNAs EN LIQUIDO PERITONEAL DE
PACIENTES Y CONTROLES DE ACUERDO CON LAS FASES DEL CICLO.

Al igual que anteriormente nos propusimos validar por RT-gPCR si existian diferencias
significativas en los niveles de los miRNAs estudiados entre pacientes y controles, en
este caso el objetivo es similar, pero ahora tendremos en cuenta que esta validacién la
realizaremos segun la fase del ciclo menstrual.

Después de validar por gRT-PCR, no se observaron diferencias significativas entre los
niveles de los miRNAs estudiados en las diferentes fases del ciclo menstrual en el liquido

peritoneal de los controles.
Sin embargo, se observaron niveles significativos mas altos de los miRNAs miR-106b-3p,

-130a-3p, 150-5p, -451a y -486-5p en la fase menstrual que en las fases secretora y

proliferativa de los liquidos peritoneales de las pacientes (Figura 28).
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Figura 28. Niveles de miRNAs (A- miR-106-3p; B- miR-130a-3p; C- miR-150-5p; D- 451a; E- miR486-5p), en el liquido
peritoneal de pacientes (EPF) y liquido peritoneal de controles (CPF) de acuerdo con las distintas fases del ciclo
menstrual. Los datos estan expresados como la media + el error estandar de la media. La expresion de los miRNA se
presenta como las veces de cambio (del inglés fold change) relativizado a las mujeres sin endometriosis (CPF=1). *P
< 0.05 vs CPF de la misma fase del ciclo.# P < 0.05; # P < 0.01; ##* P< 0.001 vs, cualquier fase del ciclo.
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Se han observado niveles significativamente mas elevados del miR-486-5p en la fase
menstrual del liquido peritoneal de las pacientes comparado con los niveles del mismo

miRNA de los controles (Figura 28 E).

También se encontré un segundo bloque de miRNAs que presentaban niveles
significativamente mas elevados en el liquido peritoneal de pacientes en la fase
menstrual si lo comparabamos con la fase secretora de dichos pacientes. Los miRNAs
miR-29c¢-3p, -185-5p y -195-5p presentaban niveles significativamente mas elevados en
el liquido peritoneal de pacientes en la fase menstrual si lo comparabamos con la fase

secretora (Figura 29).

A ] miR-29¢-3p ‘ B ‘ ‘ miR-185-5p ‘

— 4=
4 ) i
[ o | 34
S | 3+ 2
% 3 T
B g
[ i
2+ —
£ 24 5
3 :
= o T
L L L) o

Proliferativa H Secretora H Menstrual ‘ | Proliferativa H Secretora H Menstrual

c | miR-195-5p |

— 3.
#
|

5 2
= Lec 2
= LPP s 1

g T

g

—10 T

Proliferativa H Secretora H Menstrual

Figura 29. Niveles de miRNAs (A -miR-29c-3p; B -miR-185-5p; C- miR-195-5p) en el liquido peritoneal de pacientes
(EPF) y liquido peritoneal de controles (CPF) de acuerdo con las distintas fases del ciclo menstrual. Los datos estan
expresados como la media + el error estandar de la media. La expresion de los miRNA se presenta como las veces de
cambio (del inglés fold change) relativizado a las mujeres sin endometriosis (CPF=1). *P < 0.05 vs CPF de la misma
fase del ciclo.# P < 0.05; # P < 0.01; ### P< 0.001 vs, cualquier fase del ciclo.
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No se observaron ninguna diferencia significativa por lo que se refiere al miR-1343 entre
las diferentes fases del ciclo menstrual cuando comparamos los liquidos peritoneales de

pacientes y controles (Figura 30).
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Figura 30. Niveles del miRNA miR-1343 en el liquido peritoneal de pacientes (EPF) y liquido peritoneal de controles
(CPF) de acuerdo con las distintas fases del ciclo menstrual. Los datos estan expresados como la media * el error
estandar de la media. La expresion de los miRNA se presenta como las veces de cambio (del inglés fold change)
relativizado a las mujeres sin endometriosis (CPF=1). *P < 0.05 vs CPF de la misma fase del ciclo.# P < 0.05; #P < 0.01;
### P< 0,001 vs, cualquier fase del ciclo.

4.6 ESTUDIO DEL PERFIL PROTEICO EN EL LIQUIDO PERITONEAL EN FUNCION
DEL LA FASE DEL CICLO MESNTRUAL.

Segln habiamos visto en estudios previos del grupo quedaba patente el grado de
influencia del liquido peritoneal en la expresidn de factores angiogénicos y proteoliticos
en cultivos celulares de células endometriales de mujeres con endometriosis[132,234].
Asi mismo también dilucidamos en otro estudio del grupo el papel que los miRNAs
podian ejercer como potenciales reguladores de los factores angiogénicos mas

importantes de la patologia [18].

Por ello uno de los objetivos que nos planteamos fue caracterizar si el ambiente
peritoneal diferia en cuanto a factores angiogénicos y proteoliticos o estado
proinflamatorio entre las distintas fases del ciclo, puesto que ya se habian observado
diferencias del perfil de expresion de miRNAs entre las distintas fases del ciclo

menstrual.
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Los resultados obtenidos fueron que no encontramos diferencias significativas en los
niveles de VEGF-A, II-8, MIP1R, uPA y PAI-1 entre las distintas fases del ciclo menstrual

en el liquido peritoneal de controles.

Sin embargo, en el liquido peritoneal de las pacientes se han visto que VEGF-A, II-8,
MIP1R, uPA y PAI-1 (Figura 31A-B-C-D-E) presentaban niveles mds elevados durante la
fase menstrual si lo compardbamos con la fase proliferativa. Ademas, en el liquido
peritoneal de pacientes los niveles de VEGF-A, uPA, PAI-1 y MMP-3, en la fase menstrual
eran significativamente mas elevados en comparacién con los niveles de dichas

proteinas en la fase secretora.

Cabe destacar que el comportamiento de IL-17A (Figura 31G) era el opuesto. Es decir,

IL-17A presentaba niveles mas bajos en la fase menstrual que en la fase secretora.

También se comprobd que cuando se comparaban los niveles de las citoquinas IL-6, IL-

8 y IL 17A en el liquido peritoneal de pacientes con el de los controles estos eran

significativamente distintos en la fase proliferativa (Figura 31).
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Figura 31. Niveles de proteinas en el liquido peritoneal de pacientes (EPF) y liquido peritoneal de controles (CPF)
de acuerdo con las distintas fases del ciclo menstrual. Los datos estan expresados como la media + el error estandar
de la media * P < 0.05; ** P < 0.01; P<0.001 vs CPF en la misma fase del ciclo. # P < 0.05; # P < 0.01; #*# P< 0.001 vs
cualquier fase del ciclo.
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4.7 ANALISIS SEGUN EL ESTADO DE SEVERIDAD DE LA ENDOMETRIOSIS.

4.7.1 VALORES DE LOS NIVELES DE MIRNAS SEGUN EL ESTADIO DE LA PATOLOGIA

Del mismo modo que en los andlisis anteriores, nos planteamos el estudiar la
composicidon en cuanto a contenido de miRNAs se refiere del liquido peritoneal en

funcidn del grado de severidad de la enfermedad.

En la Tabla 15 se muestran los niveles de miRNAs en el liquido peritoneal de las
pacientes (LPP) y de los controles (LPC). Podemos observar que los niveles de miR-106b-
3p, -451a y -486-5p muestran niveles significativamente mds elevados en el liquido
peritoneal de las pacientes en fase moderada-severa de la patologia (estadios IlI- V) si
los comparamos con los niveles de los mismos miRNAs en el liquido peritoneal de las

mujeres control.

LPC LPP

(Estadios I-11) (Estadios IlI-1V)

miR-29c-3p 1.00+0.19 (n=27) 0.78+0.17 (n=16) 0.91+0.13 (n=60)
miR-106b-3p 1.00+0.11 (n=43) 1.16+0.20 (n=23) 1.57+40.18* (n=97)
miR-130a-3p 1.00+0.20 (n=27) 0.75%0.14 (n=16) 0.94+0.15 (n=60)
miR-150-5p 1.00+0.15 (n=36) 1.90+0.93 (n=21) 1.9140.40 (n=90)

miR-185-5p 1.00+0.21 (n=40) 1.21+40.28 (n=22) 1.18+40.17 (n=91)

miR-195-5p 1,00+0.16 (n=38) 1.7140.40 (n=16) 1.24+0.19 (n=80)
miR-451a 1.00+0.22 (n=34) 1.67+40.70 (n=24) 2.78+0.50* (n=98)
miR-486-5p 1.00+0.23 (n=41) 3.22+1.19 (n=22) 3.51+0.56** (n=96)

miR-1343-5p 1.00+0.12 (n=22) 1.1340.98 (n=13) 1.08+0.11 (n=63)

Tabla 15. Niveles de miRNAs en LPP (estadios I-1l y llI- IV) y en LPC. Los datos estan expresados como la media + EEM
(error estandar de la media). Los miRNAs son expresados como veces de cambio relativizados a mujeres sin
endometriosis (LPC = 1) *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001: vs CPF

Sin embargo, todo y no presentar unos resultados estadisticos significativos, se ha
observado una importante tendencia de sobre expresién de los miR-106b-3p y miR-

45143, en el estado mas avanzado de la patologia.
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4.7.2 NIVELES DE FACTORES ANGIOGENICOS Y PROTEOLITICOS EN LP EN FUNCION DEL
ESTADIO DE LA ENFERMEDAD

Los resultados que se presentan en Tabla 16 nos muestran los distintos niveles de los
factores angiogénicos y proteoliticos de interés en la patologia. Segun podemos
observar uPA, PAI-1, TIMP-1, IL-6 e IL-8 presentan valores significativamente
incrementados en el liquido peritoneal de pacientes con un estado de la patologia
moderado-severo si lo comparamos con los valores de los mismos metabolitos en el

liquido peritoneal de pacientes.

También podemos observar que TIMP-1 se encontraba significativamente elevado en
los estadios iniciales-leves (estadios I- 1) de la patologia en el liquido peritoneal de las

pacientes si lo comparabamos con los controles.

LPC LPP

(Estadios I-11)

(Estadios IlI-1V)

VEGF-A (pg/mL)

184126 (n=42)

168+29 (n=25)

273£30 (n=96)

TSP-1 (ng/mlL)

145+18 (n=33)

197486 (n=11)

187+19 (n=42)

uPA (ng/mL)

1.17+0.09 (n=30)

1.28+0.17 (n=10)

1.72+0.17** (n=46)

PAI-1 (ng/mlL)

15.96+3.93 (n=34)

10.07+1.46 (n=16)

23.2443.38* (n=69)

MMP-3 (ng/mL)

31.7146.26 (n=32)

84.46 (n=1)

55.40 +13.71 (n=43)

TIMP-1 (ng/mL)

492467 (n=31)

1686+422** (n=4)

962 +90*** (n=46)

IL6 (pg/mL)

28.60+6.77 (n=32)

51.79433.32 (n=15)

88.83+19.14**# (n=55)

IL8 (pg/mL)

27.93+11.25 (n=32)

53.79+36.82 (n=15)

79.28+19.90***# (n=56)

IL17A (pg/mL)

0.85+0.29 (n=32)

1.01+0.41 (n=15)

1.31+0.40 (n=56)

MIP1b (pg/mL)

13.1242.00 (n=31)

8.33+1.80 (n=15)

12.82+1.48 (n=55)

PDGF- AA (pg/mL)

9.24+1.53 (n=32)

10.98+3.99 (n=15)

13.19+2.28 (n=55)

RANTES (pg/mL)

44.56+8.48 (n=30)

31.69+13.81 (n=14)

50.87+8.18 (n=55)

Tabla 16. Niveles de metabolitos en LPP (estadios I-1l y llI- IV) y en LPC. Los datos estan expresados como la media
+ EEM (error estandar de la media). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001: cualquier grupo vs LPC. #p<0.05: estadios IlI-IV

vs Estadios I-Il.
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Ademads, como hemos observado IL6 e IL-8 poseian niveles mas elevados en pacientes
gue en controles (Figura 31) ocurre de manera sinérgica en este caso que ambas

interleuquinas presentan niveles mas elevados en estados avanzados de la patologia.

) ANALISIS DE LOS miRNAs SEGUN EL ESTATUS DE FERTILIDAD.

En este caso hemos establecido una relacidn entre todos los parametros que hemos ido

analizando en el liquido peritoneal con el estatus de esterilidad.

Nos hemos propuesto evaluar la influencia de los miRNAs del liquido peritoneal sobre
el estatus de fertilidad de las pacientes, encontrando que los miR-106b-3p y el miR-486-
5p (Figura 32) estaban significativamente elevados en el liquido peritoneal de pacientes
estériles si las compardbamos con el liquido peritoneal de controles estériles. Es decir,
era la condicion de ser paciente o sano la que nos resultaba la causa del nivel elevado

de estos dos miRNAs.
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Figura 32. Niveles de miRNAs en liquido peritoneal de pacientes y controles de acuerdo con el estatus de fertilidad.
Los datos representados son la media * desviacion tipica (SEM). La expresidn de los miRNAs es en base a las veces de
cambio (fold change) relativas a mujeres sin endometriosis (LPC= 1) *P< 0.05; ** P < 0.01 entre grupos.

También se observé que en caso del miR-486-5p (Figura 32H) los niveles eran
significativamente mas elevados en el caso del liquido peritoneal de las pacientes fértiles
comparado con las mujeres controles fértiles. Por lo que refuerza la hipdtesis de que el

aumento de dicho miRNA vaya asociado a la condicidn de padecer la enfermedad.

En cambio, algunos miRNAs evaluados como los miRNAs miR-106b-3p, -150-5p, -451a o
-486-5p sus niveles no diferian de los grupos control por lo que al estatus de fertilidad
se referian. No obstante, podemos observar que los miRNAs miR-185-5p y miR-195-5p

(Figura 32) presentan una tendencia a estar sobre-expresados en el liquido peritoneal

107



4, Resultados

tanto de pacientes como controles estériles si los comparamos con los fértiles, si en es
cierto que en este caso sdlo podemos hablar de tendencias ya que no son datos con
significacion estadistica. Es decir, el miR-185-5p y miR-195-5p podian estar mas

vinculados con el hecho de ser estériles que con la condicién patolégica.

De un modo parecido podemos observar que el miR-150-5p tiene una tendencia a estar

sobre expresado en pacientes estériles.

4.8 ANALISIS DE LOS NIVELES PROTEICOS SEGUN EL ESTATUS DE FERTILIDAD.

Igual que en el caso de la vinculacidén entre los miRNAs y el estatus de fertilidad de las
pacientes resultaba de interés correlacionarlo, también resulta de especial interés
vincular el estado proinflamatorio y angiogénico del peritoneo con la condicién de
fertilidad de las pacientes con endometriosis. Por dicho motivo se ha evaluado la

influencia de los metabolitos del estudio con el estatus de fertilidad.

De dichas correlaciones hemos obtenido que los niveles de VEGF-A, IL-8 y TIMP-1 se
encontraban incrementados en el liquido peritoneal de ambos grupos de pacientes
(fértiles y estériles) comparandolos con los niveles de los mismos de las mujeres
controles (Figura 33A-B-F). Por lo tanto, podemos vincular que estos metabolitos

angiogénicos y pro-inflamatorios estan vinculados al condicionante patoldgico.

Ademds, se ha visto que los niveles de VEGF-A (Figura 33A) también eran
significativamente mas elevados en los controles estériles si lo comparabamos con los

controles fértiles.

Si nos centramos en comparar a las mujeres del estudio centrdndonos en la condicién
de ser estériles o fértiles sin tener en cuenta el estado patolégico o no de las mismas, IL-
6, IL-8, y TIMP-1 (Figura 33B-C-F). mostraron niveles significativamente mas elevados en

las pacientes que en los controles.

Como dato destacable, todo y no poseer significacion estadistica se observd una

sobreexpresidon de PAI-1 el liquido peritoneal de las pacientes independientemente de
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su estatus de fertilidad. PAI-1 presentaba diferencias significativas sélo entre el grupo

fértil entre controles y pacientes.
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Figura 33. Niveles factores angiogénicos y proteoliticos en liquido peritoneal de pacientes y controles de acuerdo
con el estatus de fertilidad. Los datos representados son la media + desviacién tipica (SEM). La expresidn de los

miRNAs es en base a las veces de cambio (fold change) relativas a mujeres sin endometriosis (LPC= 1) *P< 0.05; ** P
< 0.01 entre grupos.

Otro metabolito que resulto significativamente expresado fue el PDGF-AA (Figura 34C).

en este caso se observo que presentaba niveles mas elevados en el grupo de pacientes
estériles.

Por ultimo, podemos hablar también de una tendencia que se observa en los valores de

MMP-3, que sin ser estadisticamente significativos observamos los niveles mas altos en

las pacientes estériles (Figura 34E).
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Figura 34. Niveles factores angiogénicos y proteoliticos en liquido peritoneal de pacientes y controles de acuerdo
con el estatus de fertilidad. Los datos representados son la media + desviacion tipica (SEM). La expresion de los
miRNAs es en base a las veces de cambio (fold change) relativas a mujeres sin endometriosis (LPC= 1) *P< 0.05;

) CORRELACIONES ENTRE LOS DISTINTOS PARAMETROS EVALUADOS.

No se han observado correlaciones significativas entre la edad de las mujeres y ningun
parametro de los estudiados (valores de miRNA y metabolitos) tanto en pacientes con

endometriosis como en controles.

Las mayores diferencias entre el liquido peritoneal de pacientes y controles fueron
observadas en los niveles de los miR-451a y miR-486-5p; ademas, estos miRNAs se
correlacionaban significativamente con RANTES (CPF: r= 0,688, P< 0.001 y r= 0,581, P =
0.001; EPF: r=0,281, P= 0,019 y r= 0,282, P= 0.022 respectivamente).

Sin embargo, los niveles de los miRNA-451a y el miR-486-5p sélo se correlacionaban

significativamente con MMP-3 en el caso del liquido peritoneal de pacientes (r= 0.440,

P=0.009 y r=0.550, P= 0.001, respectivamente).
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Finalmente, los niveles del miR-486-5p se correlacionaban significativamente con uPA
en el liquido peritoneal de pacientes pero no en controles ( r=0.374, P=0,15y r=-0.034,

P=0.874.

Cabe destacar, que, aunque sin una significacién estadistica el miR-150-5p mostraba una
importante sobre expresion en el liquido peritoneal de pacientes en comparaciéon con
los niveles del mismo en los controles. Ademas, como ocurrié con el miR-451ay el miR-
486-5p, los niveles del miR-150-5p se correlacionaban significativamente con RANTES
tanto en pacientes como en controles (CPF: r= 0.354, P=0.004 y r= 0.550, P= 0.001; EPD:
r=0.440, P=0.009 y r= 0.550, P = 0.001).
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La endometriosis es una patologia que se caracteriza en cuanto a sintomas por dolor y
esterilidad, que llevan asociados una importante reduccién de la calidad de vida que
presentan dichas pacientes [35,49,192].

Dicha patologia lleva asociados importantes costos tanto directos como indirectos a los

distintos sistemas de salud [189].

Como vya se ha explicado en los diferentes apartados, sabemos que es una enfermedad
multifactorial, con una regulacion epigenética todavia hoy en dia por terminar de
discernir, y pese a que en los ultimos afios han aumentado notablemente tanto los
recursos destinados al estudio de la endometriosis como a la busqueda de nuevas
técnicas de diagnodstico precoz, todavia hoy contindan habiendo espacios en blanco en

el conocimiento de esta patologia.

Si bien es cierto que, actualmente todavia no se ha encontrado ningin método ni
combinacion de varios que permitan la deteccidn precoz en estadios avanzados de la
enfermedad, si que se han postulado como mejores candidatos para dicho objetivo los

biomarcadores.

En este estudio hemos analizado una serie de biomarcadores, concretamente los
miRNAs del liquido peritoneal de pacientes con endometriosis, ya que el liquido
peritoneal supondria un biofluido minimamente invasivo, que podria utilizarse como

biomarcador de enfermedad.

El estudio comenzd con la realizacién de microarrays de 12 muestras, 6 de controlesy 6
de pacientes que, ademas, se parearon por fase del ciclo. Estas muestras como ya hemos
comentado fueron las mas representativas de la cohorte a estudiar, asi como aquellas
qgue cumplian los mejores parametros de calidad. El motivo de realizacién de dicha
prueba a un numero tan corto de muestras era por razones econdmicas. Dichos analisis
resultaban muy costosos y por ello nos vimos limitados a realizarlo en estas doce

muestras.

Analizando el perfil de expresién de miRNAs en el liquido peritoneal de las pacientes

comparandolo con los controles, se encontraron 126 miRNAs diferentemente
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expresados y de manera significativa. Concretamente 78 de estos miRNAs presentaban

una sobreexpresion y 48 una regulacion a la baja entre pacientes y controles.

De estos 126 miRNAs se seleccionaron, después de la realizacidon de un estudio “in
silico”, aquellos miRNAs que o bien de manera validada o predicha tenian algin mRNA
diana relacionado con la angiogénesis, protedlisis o la inflamacién, procesos muy
caracteristicos de la patologia. El estudio in silico es de gran importancia puesto que nos
permite centrar nuestro estudio posterior en aquellos miRNAs que realmente presenten

niveles de expresion diferenciada entre pacientes y controles.

En este estudio se utilizaron para su posterior validacion por qRT-PCR 3 miRNAs
regulados al alza (miR-106b-3p, miR-451a y miR-486-5p) en el liquido peritoneal de
pacientes y dos miRNAs regulados a la baja (miR-29¢c-3p y miR-1343-5p). El interés de
evaluar las niveles de dichos miRNAs radicara en su importancia en la patologia ya que
todos ellos tienen que ver con aspectos importantes como el potencial
pseudometastatico de las células endometriales, nos dardn informacion del estado

inflamatorio y pro-angiogénico del ambiente peritoneal...

También se validaron por gRT-PCR una cohorte de miRNAs que, aunque no se
apreciaban diferencias significativas en los datos aportados por los arrays, debido a
estudios previos de nuestro grupo conociamos su implicacion en la patologia,
principalmente relacionados con aspectos angiogénicos e inflamatorios. Estos miRNAs

fueron el miR-130-3p, miR-150-5p, miR-185-5p y el miR-195-5p [125,128,235].

En este estudid se ha descrito por primera vez el patron de miRNAs que contiene el
liqguido peritoneal de pacientes con endometriosis, asi como su relaciéon con los
principales factores pro-angiogénicos y pro-inflamatorios. La descripcion de dicho
patron supone un elemento esencial en la busqueda de biomarcadores de la
enfermedad. El conocimiento y descripcion del perfil de miRNAs en el LP nos puede

llevar a poderlas utilizar como potencial herramienta diagnostica.

El andlisis del liquido peritoneal demostré un aumento significativo de miR-106b-3p,
miR-486-5p, miR-451a, TIMP-1, IL-6, IL-8 y uPA en el liquido peritoneal de las pacientes

comparado con el de las controles.
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Los niveles del miR-150-5p también se encontraban incrementados a pesar de no
mostrar diferencias significativas en términos estadisticos. Se ha descrito que el miR-
150-5p se encuentra localizado en el cromosoma 19q13 y actuaria como un oncomiR
primario en una gran variedad de tipos de cancer[236—238] como es el caso de las
leucemias o el cancer colorrectal [239-243]. Por lo que una expresion alterada de dicho
miRNA podria estar relacionada con el desarrollo de diferentes canceres, y en nuestro
caso, se podria correlacionar con el comportamiento pseudometastatico de las células
endometriales ectdpicas. Se ha descrito que una diana de miR-150-5p es el gen PDCD4
gue a su vez es un supresor directo de NK-kB (p65) que forman parte de un grupo de
proteinas con una amplia variedad de funciones a nivel celular relacionadas con el
crecimiento y supervivencia, asi como responsables de desencadenar distintas
respuestas inmunitarias e inflamatorias. Paralelamente, PDCD4 es un supresor de la
metalopeptidasa-9 (MMP-9), al presentar niveles mdas bajos de PDCD4 en los tejidos
neoplasicos de cérvix de dicha proteina encontrariamos aumentados los niveles de
MMP-9, lo que estaria facilitando la migracion celular en el cancer, asi como la
degradacion de coldgeno en la matriz celular. Por lo tanto, miR-150-5p jugaria un papel
determinante en la migracion e invasion de las células endometriales
ectdpicas[242,243]. La funcidén de del miR-150-5p ha sido descrita principalmente en
estudios de cdncer de cérvix, que postulaban a este micro como un regulador
importante en el potencial invasivo y metastatico de dichas células. Zhan et al [243]
observaron que los niveles de miR-150-5p estaban significativamente aumentados en
las pacientes con cancer de cérvix si lo comparabamos con los niveles que presentaban
los tejidos no neoplasicos de las controles. Asi mismo para comprobar dicho efecto
midieron la expresion de la proteina PDCD4 (diana del miR-150-5p) que se veia
disminuida en los tejidos de las pacientes con cancer de cérvix comparada con los niveles

gue dicha proteina presentaba en las controles.

Con respecto al miR-451a, el equipo de Graham ha publicado dos estudios que ponen
de manifiesto que los niveles aumentados de dicho miRNA en endometriomas ovaricos

se correlacionan siempre con el tamafio de la lesidn y con sus niveles séricos [244-246]
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Segun Koninckx, siempre que el liquido peritoneal se componga principalmente de
componentes sanguineos [247] y encontremos las proteinas reguladas al alza en el suero
también se encontraran reguladas al alza en el liquido peritoneal, por lo que nuestros
resultados estan en consonancia con los de Graham, y esto nos indica que el miR-451a

[248]

Ademads, el miR-451a se ha caracterizado como el miRNA mds abundante en plasmay el
miRNA principal dentro de los eritrocitos [249,250]. De acuerdo con la teoria de la
menstruacion retrograda [20] los fragmentos de sangre y endometrio migran durante
la menstruacion y presentan deficiencias en el proceso de eliminacién una vez dentro
del microambiente peritoneal en pacientes con endometriosis, lo que conlleva que
permanezcan en la cavidad peritoneal y proliferen, podria ser una explicacion del
aumento de la cantidad de dicho miRNA especifico de eritrocitos en el liquido peritoneal
de las pacientes. Por lo cual se ha correlacionado la presencia de miR-451a con funciones
fisiolégicas muy importantes en la progresion de la patologia como la proliferacion,
diferenciacién, migracidon e invasién celular [236,244,245] . Todos estos procesos
fisioldgicos tienen como resultado asegurar la implantacién, progresidon y supervivencia
de los implantes endometridsicos en la cavidad peritoneal. También se ha observado
gue el miR-451a se encontraba elevado en el suero de mujeres con endometriosis, por
lo que diversos estudios postularon que si dicho miRNA era responsable de procesos tan
claves para la progresion de la enfermedad como la proliferacion y supervivencia celular
el miR-451a podria desempefar un rol importante en el tratamiento de la endometriosis

[235,236,248].

Ademas de los hallazgos del miR451a aumentado en liquido peritoneal y suero otros
autores han descrito la presencia de dicho miRNA en tejido de lesiones
endometridsicas[244]. Asi mismo se ha caracterizado que el miR-451a se secreta en
forma de cluster en los tejidos unido al miR-144-3p y por medio de estudios in silico se
han propuesto como dianas de ambos micros el inhibidor de la migracién de macréfagos
(MIF) [236] y 14-3-3 proteina zeta/delta (YWHAZ) que regula procesos de transduccion
de sefales celulares, apoptosis y supervivencia celular en una gran variedad de tipos

distintos de cancer asi como en diferentes en patologias neurodegenerativas [251] .
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El segundo miRNA mas abundante en plasma sanguineo es el miR-486-5p [249], similar
a nuestros hallazgos en el liquido peritoneal de las pacientes. En el 2013, Rekker y
colaboradores reportaron que este miRNA no modificaba sus niveles a lo largo de las
distintas etapas del ciclo menstrual en el plasma de las mujeres sanas. De manera
similar, no hemos encontrado diferencias en los niveles de miR-486-5p en el liquido

peritoneal de los controles a lo largo del ciclo menstrual [249].

Sin embargo, nuestros resultados indican que el miR-486-5p no sdlo se regula al alza en
el liquido peritoneal de las pacientes en las tres fases del ciclo menstrual en comparacién
con los niveles del mismo miRNA en el liquido peritoneal de los controles, sino que

también presenta diferentes niveles en cada fase menstrual.

Ademas, el miR-486-5p se ha definido como un miRNA exosomal con un papel crucial
en la comunicacién intercelular en el cancer colorrectal [252], que combinado con otros
miRNAs podria utilizarse como biomarcador de enfermedad. Teniendo en cuenta estos
estudios, nuestros resultados sugieren un papel interesante para el miR-486-5p como
un comunicador intercelular en la endometriosis que deberia ser estudiado mas

profundamente en futuros estudios.

Respecto al miR-486-5p se ha descrito en diferentes tipos de cdncer su funcién como
supresor de tumores, y mediante andlisis bioinformaticos se ha predicho como diana
Dock-1, relacionado con procesos fagocitosis, apoptosis, facilita la invasién celular,
metastasis... [253] También se ha utilizado a miR-486-5p como marcador tumoral ya
gue ejerce un papel de anti-oncogen en varios tipos de tumores. Su funcién radica en
gue miR-486-5p actua reprimiendo a PIM-1 (gen que codifica para la serina/treonina

quinasa) y PIM-1 es un suprime la proliferacién celular [254].

En nuestro estudio hemos visto como el miR-106b-3p estaba sobreexpresado en el
liqguido peritoneal de las pacientes. También se ha viso que el miR-106-3p esta
desregulado en algunos tipos de cancer como el incremento de este en el carcinoma de

laringe [255],cancer endometrial [256], cancer de vejiga [257], carcinoma
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hepatocelular[258], y carcinoma renal [259]. Se conoce que una de las principales
funciones del miR-106b-3p es promover la proliferacion celular [260]. Esta funcién en
otros tipos de cancer podria explicar el comportamiento pseudometastatico de la

endometriosis.

En nuestro estudio, a excepcién de Unicamente el miR-1343-5p, los otros 8 miRNAs
evaluados y estudiados presentaron niveles aumentados en el liquido peritoneal de las
pacientes en la fase menstrual en comparacidn con las otras fases del ciclo menstrual.

Se observaron hallazgos similares por lo que se refiere a las proteinas VEGF-A, IL-8,
MIP1b, uPA, PAI-1 y MMP-3. Estos hallazgos estan en concordancia con la teoria de la
menstruacion retrograda propuesta por Sampson[20] ya que los fragmentos
endometriales migrados a la cavidad peritoneal requieren una mayor capacidad de

implantacion y vascularizacion.

Con respecto a las diferentes etapas de la enfermedad revisadas por la Sociedad
Americana de Medicina Reproductiva, la mayoria de los miRNAs (miR-106b-3p, miR-
451a y miR-486-5p) y las proteinas (VEGF-A, uPA, PAI-1, IL-6, IL-8, IL17A, MIP1b, PDGF-
AA y RANTES) presentaron niveles mds altos cuanto mds avanzada estaba la
enfermedad, estos hallazgos sugieren que el liquido peritoneal podria ser una fuente

potencial de biomarcadores [261] .

Por ultimo, y teniendo en cuenta el factor fertilidad, mientras que la mejora de los
niveles miR-106b-3p y miR-451a, parecia relacionarse con la endometriosis, el miR-185-
5p tendid a estar regulado al alza en ambos grupos estériles (tanto en las pacientes como
en los controles) lo que sugiere su papel potencial de la condicién de esterilidad
relacionada con la endometriosis. Para afirmar con rotundidad esta observacién se

requeririan validaciones adicionales.

Tenemos que afadir que encontramos niveles de VEGF-A significativamente mas altos
en ambos grupos estériles (pacientes y controles) en comparacién con sus
correspondientes grupos fértiles. Ademas, el liquido peritoneal de pacientes fértiles

mostraba niveles significativamente mas altos de VEGF-A que el de los controles fértiles.

119



5. Discusidn

Estos datos sugieren un nuevo papel de VEGF-A en el liquido peritoneal, ya no sélo en

la patogénesis de la endometriosis sino también en el posible resultado del embarazo.

Ademads, la fase de validacién puso de manifiesto la confirmacién de un aumento
significativo de miR-106b-3p, miR-451a, y miR-486-5p en el liquido peritoneal de las
pacientes en comparacién con el de los controles independientemente del estado de
fertilidad. Curiosamente estos miRNAs presentaron sus niveles mas altos en las etapas
mas avanzadas de la enfermedad, asi como en la fase menstrual en comparacién con
otras fases del ciclo menstrual. Ademds, los niveles de VEGF-A, aunque
significativamente mas altos en el liquido peritoneal de las pacientes y que ademas eran
mujeres estériles, se encontraban regulados significativamente al alza en ambos grupos
estériles (pacientes y controles), lo que sugiere su papel como posible biomarcador para

el resultado de la fertilidad [262].

En resumen, debido al papel de los miRNAs como moléculas de comunicacion
intercelular, estos hallazgos llevados a cabo por nuestro grupo pueden ser Utiles para
comprender mejor los mecanismos peritoneales que permiten la implantacion y
supervivencia de las lesiones endometridsicas, aunque se requerirdn mas experimentos

adicionales con el fin de validar y ampliar estas hipotesis.

Esta tesis doctoral esta basada en el articulo publicado en la revista Fertility and Sterility
en abril del 2018 titulado “Micro-RNA profile and proteins in peritoneal fluid from
women with endometriosis: their relationship with sterility”que cuenta con un factor de
impacto de 7,49. Este estudio se realizd entre los afios 2015 y 2018 suponiendo la
utilizacion de una técnica revolucionaria y vanguardista como en su momento fueron
los arrays de expresion. El grupo de la Dra. Amparo Estellés con la Dra. Braza-Boils como
responsable de dicho estudio dedicd un esfuerzo econdmico y temporal para la
realizacion de dichas técnicas. En su momento los resultados obtenidos resultaron
punteros en el campo de la endometriosis teniendo un gran impacto y aportando
importantes hallazgos a la etiopatogenia de la patologia. Era la primera vez que se
describia el perfil de miRNAs en liquido peritoneal de las pacientes con endometriosis.

Por ello el estudio, con sus resultados pronto fue publicado en la prestigiosa revista
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Fertility and Sterility (abril 2018). Dicho trabajo también fue presentado en el congreso
de la SEUD del 2018 celebrado en Barcelona en una comunicacién oral titulada “Role of
micrornas, angiogenic and fibrinolytic factors and cytokines in the peritoneal fluid of
patients with endometriosis and their relation to sterility”. Una vez terminados estos
trabajos y formalizados los resultados de los mismos, por motivos laborales me vi
obligado a dejar el campo de la investigacion biomédica y a comenzar en el de la
docencia, al que me dedico actualmente, aunque siempre vinculado a la biologia

molecular y ciencias biomédicas.
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6. CONCLUSIONES

El estudio llevado a cabo en esta tesis doctoral ha demostrado:

1. El liquido peritoneal de pacientes con endometriosis presenté un perfil de
miRNAs diferente al observado el biofluido de mujeres control. Concretamente
se identificaron 126 miRNAs diferentemente expresados; 78 de ellos
presentaron niveles elevados en liquido peritoneal de pacientes mientras que 48

miRNAs se encontraron infrarrepresentados en las pacientes con endometriosis.

2. La validacién de los resultados obtenidos mediante arrays demostrd que los
miRNAs 106b-3p, miR-451a y miR-486-5p se encontraban sobre-expresados en
el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis respecto de las mujeres
control independientemente de la fase del ciclo menstrual en la que se

encontraban.

3. Cuando se compararon los perfiles de miRNAs en el liquido peritoneal de
pacientes con endometriosis con los observados en mujeres control atendiendo
a la fase del ciclo menstrual en la que se encontraban se observé que la fase del
ciclo donde mayores diferencias se observaban era en la fase menstrual. Siendo
los miRNAs miR-106b-3p, -130a-3p, 150-5p, -451a, -29¢-3p, -185-5p, -195-5p y -
486-5p lo que mostraron un aumento significativo en pacientes en fase

menstrual.

4. Cuando se evaluo el perfil de miRNAs presente en liquido peritoneal de pacientes
con endometriosis valorando su estado de fertilidad observamos que existian
niveles aumentados de los miR-106b-3p y miR-486-5p en el liquido peritoneal de
pacientes estériles en comparacion con controles estériles. Ademas, el miR-486-

5p

5. Que los niveles de IL-6, IL-8, uPA y TMP-1 eran significativamente mads elevados

en el liquido peritoneal de las pacientes que en el de las controles. Este
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incremento se correlaciona con el ambiente pro-inflamatorio que se observa en

las pacientes.

El estado inflamatorio y angiogénico del ambiente peritoneal de las mujeres con
endometriosis evaluado mediante la cuantificacion de los niveles de las
proteinas VEGF-A, IL-8,IL-6, 1117A, MIP1b, PDGF-AA, RANTES, TSP-1, uPA, PAI-1,
MMP-3,y TIMP-1, demostrd que el liquido peritoneal de pacientes presentaba
niveles incrementados de VEGF-A, IL-8 y TIMP-1 ;y, que este incremento era

independiente del estado de fertilidad de las mujeres incluidas en el estudio.
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ANEXO 1.

AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE
REVISED CLASSIFICATION OF ENDOMETRIOSIS

Patient's Name Date
Stage | (Minimal) - 1-5 =

Seage 1l (Mild - 615 Laparoscopy— laparotomy______ Photography.
Seage 111 fuoaém. 16-40 Recommended Treatment

Stage IV (Severe) - D40

Total Prognosis.

ADHESIONS <173 Enclosure 1/3-2/3 Enclosure " 2/3 Enclosure

s R Filmy 1 2 4
: Dense 4 8 16
L Filmy 1 2 4

Dense 4 8 16

R Filmy 1 2 4

= Dense 4 8 16
B L Filmy 1 2 4
Dense 4 8 16

O R

*If the fimbriated end of the fallopian tube is completely enclosed, change the point assignment to 16.

Denote appearance of superficial implant types as red [(R), red, red-pink, flamelike, vesicular blobs, clear vesicles], white [(W),
opacifications, peritoneal defects, yellow-brown|, or black [(B) black, hemosiderin deposits, blue]. Denote percent of total
described as R___%,W___% and B_%.Total should cqual 100%.

Additional Endometriosis: Associated Pathology:
To Be Used with Normal To Be Used with Abnormal
Tubes and Ovaries Tubes and/or Ovaries
L \/\/ ' L \/\/ .
7, A\l

Vol. 67, No. 5, May 1997 American Society for Reproductive Medicine Revised ASRM classification: 1996
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KLPRODLCTION
GINECOLOGY &
BSTETRICS

DOCUMENTO DE INFORMACION A LA PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

DONANTE:

ACERCA DE LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA LINEAS DE INVESTIGACION
BIOMEDICA OBTENIDAS EN EL CURSO DE PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS, TERAPEUTICOS O
DIAGNOSTICOS.

LINEA DE INVESTIGACION Biomarcadores en Reproduccion, Ginecologia y
Obstetricia

INVESTIGADOR PRINCIPAL Dr. Juan Gilabert Estellés

CENTRO Servicio de Ginecologia y Obstetricia (SGO) del

Consorcio Hospital General Universitario de
Valencia  (CHGUV) vy  Laboratorio de
Investigacion en Biomarcadores en
Reproduccién, Ginecologia y Obstetricia de la
Fundacion para la Investigacion del Hospital
General Universitario de Valencia (FIHGUV)

EQUIPO INVESTIGADOR Facultativos del SGO y del laboratorio de
Investigacion en Biomarcadores en
Reproduccién, Ginecologia y Obstetricia,
miembros de la unidad de referencia en cirugia
abdominopélvica, facultativos/as del servicio
de Anatomia Patoldgica y de la Unidad de
Reproduccién.

1. DESCRIPCION GENERAL: la linea de investigacién de “Biomarcadores en Reproduccién, Ginecologia y
Obstetricia” centra sus esfuerzos en la comprension de los eventos patogénicos implicados en el origen
y la progresidon de los trastornos reproductivos y de las enfermedades ginecoldgicas y obstétricas
benignas y oncoldgicas. Uno de los aspectos de mayor interés en esta linea de investigacion es la
busqueda de biomarcadores que puedan ser usados en la clinica y ayuden a la individualizacion del
manejo de las patologias relacionadas con la reproduccion, ginecologia y obstetricia.

PROPOSITO DE LA LINEA DE INVESTIGACION: analizar en diferentes tipos de muestras factores que
puedan ser importantes en el diagndstico, prondstico y en la respuesta de las patologias de interés a los

tratamientos empleados, asi como en la aparicion de efectos adversos asociados a dichos tratamientos.
En las dltimas décadas, la caracterizacion molecular de los eventos implicados en el desarrollo de las
patologias relacionadas con la reproduccidn, ginecologia y obstetricia ha permitido un gran avance en el
manejo de las pacientes. No obstante, existen eventos moleculares que todavia necesitan de un mayor
estudio. Por ello, para poder llevar a cabo esta linea de investigacidn, es necesario disponer de muestras
bioldgicas para poder realizar estudios moleculares. También es necesario recoger datos sobre su
historial médico para obtener informacion que pudiera tener relevancia para nuestros estudios.
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2. IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO: durante la intervencién quirtrgica o la
prueba diagndstica a la que va a ser sometido en las instalaciones del CHGUV se tomardn muestras de
sus tejidos y/o sangre. El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente una parte
de la muestra bioldgica sobrante de la intervencion o prueba a una coleccién de muestras que se usard
con fines de investigacion biomédica, sin que esto suponga ningun riesgo afiadido para su salud ni
comprometa el correcto diagndstico y tratamiento de su enfermedad.

También es posible que le recojamos muestras bioldgicas que no requieran un procedimiento invasivo
(como orina heces, saliva, etc.) o que el procedimiento de obtencién sea minimamente invasivo (como
una extraccion de sangre).

Las muestras que done se almacenardn en una coleccidon de muestras que corresponden a una Linea de
Investigacién sobre Reproduccidon, Ginecologia y Obstetricia, que se encuentra en las instalaciones de la
FIHGUV y que cumple con los requerimientos establecidos en la normativa vigente.

Sus muestras solo podran ser utilizadas en proyectos de investigaciéon avalados cientificamente y que
hayan sido evaluados y aprobados por el Comité Etico de Investigacidn con Medicamentos (CEIm), en los
que participen miembros del equipo investigador que forma parte de esta linea de investigacion.

3. OBIJETIVO: el Centro Sanitario en el que usted estd siendo atendida/tratada, dispone de
investigadores que desean recoger y almacenar sus muestras bioldgicas para poder realizar proyectos
de investigacidén biomédica en el area de la Reproduccién, Ginecologia y Obstetricia. Los resultados de
dichos proyectos de investigacion pueden derivar en el descubrimiento de nuevos métodos para el
mejor diagndstico, prondstico y tratamientos.

4. BENEFICIOS ESPERADOS: por su participacion no percibird ninguna compensacién econdmica o de
otro tipo por las muestras donadas. Sin embargo, si las intervenciones que se pudieran realizar tuvieran
éxito, podrian ayudar en el futuro a pacientes que tienen la misma enfermedad o padecen otras
enfermedades similares.

Las muestras de los tejidos y/o sangre no seran vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales.
La donacién de muestras no impedird que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre que
estén disponibles, cuando por razones de salud puedan ser necesarias.

5. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU REALIZACION: sélo si usted lo desea, existe la posibilidad de que
pueda ser contactada en el futuro para completar o actualizar la informacién con la que contamos
relacionada con su enfermedad.

Es posible que los estudios realizados sobres sus muestras aporten informacion relevante para su salud
o la de sus familiares. Tiene derecho tanto a ser informada como a que no se le informe de los datos
obtenidos en la investigacion. A estos efectos se entenderd que no desea recibir tal informacion salvo
gue manifieste lo contrario, utilizando para ello el formulario que y se adjunta al presente documento.

6. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO: la decision de donar muestras bioldgicas es totalmente voluntaria, pudiendo
negarse a donarlas e incluso pudiendo revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que
dar ninguna explicacién y sin que ello tenga ninguna repercusién en la atencion médica que recibe en el
Centro.
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Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan
utilizado en la investigacion, sera destruida o anonimizada. Tales efectos no se extenderan a los datos
resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo una vez haya revocado su
consentimiento.

7. RIESGOS: el procedimiento que se le propone no supone ningun riesgo afiadido para su salud ni
compromete el correcto diagndstico y tratamiento de su enfermedad, puesto que se trata de muestras
sobrantes de la intervencion, muestras invasivas obtenidas durante los procedimientos de diagndstico o
muestras de sangre extraordinarias que se han obtenido para ser utilizadas en investigacion. En este
ultimo caso, la extraccién de sangre apenas tiene efectos secundarios, siendo lo mas frecuente la
aparicion de pequeiios hematomas en la zona de puncidn que desaparecen transcurridos 1 6 2 dias. En
el caso de las muestras que requieren procedimientos mas complejos o invasivos, estos sélo se
realizaran si forman parte del procedimiento habitual que debe realizarse para el correcto diagnéstico o
tratamiento de su enfermedad.

8. PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD: sus datos personales y de salud seran
incorporados y tratados en una base de datos de la que es responsable el Investigador del Proyecto, que
esta inscrita en un registro nacional dependiente del Instituto de Salud Carlos Ill y que cumple con todos
los requisitos legales. Sélo el INVESTIGADOR RESPONSABLE podra relacionar estos datos con usted,
siendo responsable de custodiar el documento de consentimiento y de garantizar el cumplimiento de su
voluntad en relacidn al uso de la muestra bioldgica que usted cede para investigacidn. La informacion
serad procesada durante el analisis de los datos obtenidos y aparecerd en los informes y/o memorias de
los proyectos derivados de la Linea de Investigacion, aunque en ningun caso sera posible identificarle,
asegurando en todo momento el cumplimiento del reglamento general de proteccion de datos (RGPD) y
la Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal. Al amparo de
esta ley, usted como titular de los datos personales podra ejercitar los derechos de acceso, rectificacion,
supresion, limitacién del tratamiento, portabilidad y oposicién al tratamiento de datos de caracter
personal, incluir alguna restriccion sobre el uso de sus muestras, y ejercer los derechos de revocacion
del consentimiento (en este ultimo caso, conforme al formulario que figura en el apartado 12) en los
términos previstos en la normativa aplicable, dirigiendo al titular del centro el escrito correspondiente
firmado por Ud. y copia de un documento acreditativo de su identidad.

La cesion de muestras asi como de la informacion contenida en las bases de datos vinculadas a las
mismas, solo se realizara si forman parte de la linea de investigacion en la cual participan miembros del
equipo investigador, realizandose un procedimiento de codificacidn previo, que consiste en desligar la
informacion que le identifica sustituyéndola por un cédigo.

9. DESTINO DE LAS MUESTRAS TRAS FINALIZACION DE LA LINEA DE INVESTIGACION: en el supuesto de
finalizacién de la linea de investigacidn, es posible que existan muestras sobrantes. En relacion a las
mismas, se le ofrecen las siguientes opciones: a) la destruccidén de la muestra sobrante, b) su utilizacion
en otros proyectos de investigaciéon biomédica, para lo cual, se le ofrece la opcion de donar la muestra
excedente al Biobanco del CHGUV (en el siguiente apartado le explicamos de manera resumida en que
consiste un biobanco y cudles son sus objetivos). En este caso, deberd marcar esta opcién en el
consentimiento incluido en este documento. En dicho consentimiento usted podrd escoger si desea que
esta donacion se haga codificada de forma que usted pueda conocer si lo desea los resultados de las
investigaciones que se lleven a cabo, o anonimizada, si usted prefiere que nunca nadie pueda recobrar
la relacidn entre sus muestras y su persona.
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10. BIOBANCO. DEFINICION Y OBJETIVOS: el Biobanco del CHGUV es un establecimiento publico, sin
animo de lucro, que acoge una coleccién organizada de muestras bioldgicas. Estas muestras
almacenadas en el biobanco tienen por finalidad ser utilizadas en proyectos de investigacion biomédica
que hayan sido aprobados por los comités ético y cientifico a los que esté adscrito el biobanco. Los
resultados de las investigaciones realizadas con estas muestras pueden derivar en el descubrimiento de
nuevos métodos para el mejor diagnodstico de las enfermedades o en nuevas formas de tratamientos de
las mismas. Sus muestras seguiran almacenadas en el biobanco hasta el fin de las existencias si no existe
una revocacion del presente consentimiento.

V2.06112020



CONSORCIO

R
HOSPITAL GENERAL g‘“
UNIVERSITARIO B
V DE VALENCIA P oncennns
11. DECLARACIONES Y FIRMAS.
Declaracion del donante:
Dia , de afos de edad, con domicilio en
,DNI y n2 de
SIP
D./Diia , de afios de edad, con domicilio en
, DNI en calidad
de representante (en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente , con
DNI y n2 de SIP
DECLARO

Que he sido informado por el profesional de salud abajo firmante:

Sobre las ventajas e inconvenientes del procedimiento

Sobre el lugar de obtencidn, almacenamiento y proceso que sufrirdn los datos personales y las muestras.

Que mis muestras y datos personales seran tratados de acuerdo a la legislacion vigente.

Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la eliminaciéon o anonimizacion de

todos mis datos personales y muestras que permanezcan almacenadas. Esta eliminacidn no se extenderia a los

datos resultantes de las investigaciones que ya se hubieran llevado a cabo

» Que en cualquier momento, yo, mi representante legal, o tutor, de conformidad con lo establecido en el
articulo 4, punto 5 de la Ley 14/2007, de 3 de Julio, puedo solicitar informacién sobre los datos que se
obtengan a partir del andlisis de las muestras donadas.

» Que he comprendido la informacidn recibida y he podido formular todas las preguntas que he creido oportunas

YV VYV

CONSIENTO

» Que el CHGUV y la FIHGUV, a través de los miembros del equipo investigador de la Linea de Investigacion:
“Biomarcadores en Reproduccion, Ginecologia y Obstetricia”, utilicen mis datos y las muestras, incluyendo la
informacién sobre mi salud, para investigaciones biomédicas dentro del marco de la linea de investigacidon antes
mencionada, manteniendo siempre la confidencialidad de mis datos.

> Libre y voluntariamente en la donacion voluntaria de: (marquese con una cruz lo que proceda)
0 Mis tejidos excedentes
0 Muestra de heces, orina o saliva
0 Muestra de sangre
0 Muestras obtenidas en procedimientos que sean necesarios para el diagndstico
> Yo, mi representante legal o tutor, accedo (marquese si o no) a que los miembros del equipo investigador
puedan contactarme en el futuro en el caso de que se estime oportuno afiadir nuevos datos a los recogidos.
oSi
o No
» Que en el supuesto de finalizacion de la linea de investigacién, mis muestras sean (marquese con una cruz lo
que proceda)
o destruidas
o cedidas al Biobanco del CHGUV y anonimizadas
o cedidas al Biobanco del CHGUV codificada, junto a los datos clinicos asociados.

FIRMA: En ,a de de20__
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DECLARACION DEL PROFESIONAL DE SALUD:
He informado debidamente al donante:
Nombre facultativo: DNI
Colegiado N2
FIRMA: En VALENCIA, a de de20
12. REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO.
Yo, Dia , con DNI revoco el
consentimiento prestado en fecha de de 20 y no deseo proseguir la donacién
voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.
FIRMA: En ,a de de20
Yo, D./Dia , con DNI como
representante legal de D./ Dia , con DNI
revoco el consentimiento prestado en fecha de de 20 y no deseo
proseguir la donacion voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.
FIRMA: En ,a de de20__
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SOLICITUD DE INFORMACION DE DATOS O RESULTADOS DERIVADOS DE LAS
INVESTIGACIONES

LINEA DE INVESTIGACION Biomarcadores en Reproduccién, Ginecologia y
Obstetricia
PACIENTE:
Diia , de afnos de edad, con domicilio en
,DNI
y n2 de SIP
D./Dia , de anos de edad, con domicilio en
, DNI en
calidad de representante (en caso de minoria legal o incapacidad) de la paciente
, con DNI y n2 de SIP
SOLICITO

Ser informado/a del resultado de las investigaciones realizadas con la/las muestra/s donada/s de
manera voluntaria en fecha de de 20 si éstas afectan a mi salud o
a la de mi representado.

FIRMA: En ,a de de20__
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Perfiles de expresion de miRNA en microarray 166 miRNAs maduros estan
diferentemente expresados (p< 0,05y > 1,2 veces de cambio) en 12 muestras de liquido
peritoneal de pacientes con endometriosis (48 up-regulated y 78down-regulated)
comparado con 6 controles. Los destacados en amarillo son los que se han seleccionado

para su validacion por PCR.

Downregulated miRNAs

miRNA P-value Fold-Change(ENDO VS.
(CONT/PAT) CONTROL)
hsa-miR-3621 1.23E-02 -4.736
hsa-miR-3180-3p 3.23E-02 -3.664
hsa-miR-1231 9.41E-03 -3.513
hsa-miR-4492 4.49E-02 -3.481
hsa-miR-1343-5p 4.66E-02 -3.418
hsa-miR-1909-3p 4.70E-02 -3.396
hsa-miR-4632-5p 2.35E-02 -3.312
hsa-miR-3937 2.58E-03 -3.251
hsa-miR-6722-3p 2.64E-02 -3.188
hsa-miR-3141 2.95E-02 -3.130
hsa-miR-4486 1.30E-02 -3.124
hsa-miR-4695-5p 3.81E-02 -3.097
hsa-miR-6779-5p 1.37E-02 -3.040
hsa-miR-6789-5p 2.61E-02 -2.896
hsa-miR-5189-5p 1.28E-02 -2.795
hsa-miR-6816-5p 4.33E-02 -2.719
hsa-miR-6769b-5p 4.35E-02 -2.605
hsa-miR-149-3p 3.93E-02 -2.481
hsa-miR-3196 2.83E-02 -2.455
hsa-miR-6858-5p 3.47E-02 -2.421
hsa-miR-4488 1.99E-02 -2.405
hsa-miR-8089 3.70E-02 -2.281
hsa-miR-4690-5p 2.78E-02 -2.267
hsa-miR-1229-5p 3.98E-02 -2.234
hsa-miR-1228-5p 2.41E-02 -2.185
hsa-miR-6846-5p 1.72E-02 -2.114
hsa-miR-4707-5p 2.77E-02 -2.108
hsa-miR-3656 4.39E-02 -2.086
hsa-miR-7108-5p 2.59E-02 -2.041
hsa-miR-8072 4.17E-02 -2.018
hsa-miR-6860 2.15E-02 -1.982
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hsa-miR-6132 3.96E-02 -1.912
hsa-miR-139-3p 3.33E-03 -1.840
hsa-miR-6088 4.40E-02 -1.815
hsa-miR-6799-5p 3.62E-02 -1.813
hsa-miR-1237-5p 4.54E-02 -1.788
hsa-miR-6753-5p 1.15E-02 -1.745
hsa-miR-4685-5p 4.77E-02 -1.728
hsa-miR-3147 3.63E-02 -1.592
hsa-miR-3188 2.22E-02 -1.536
hsa-miR-6735-5p 3.86E-02 -1.514
hsa-miR-7114-5p 3.13E-02 -1.500
hsa-miR-129-5p 2.44E-03 -1.483
hsa-miR-6736-5p 3.38E-02 -1.449
hsa-miR-4784 9.84E-03 -1.442
hsa-miR-6840-3p 1.97E-02 -1.437
hsa-miR-1909-5p 2.92E-02 -1.433
hsa-miR-6165 6.90E-03 -1.432
hsa-miR-6836-3p 2.98E-02 -1.428
hsa-miR-6738-5p 3.22E-02 -1.381
hsa-miR-6515-5p 4.94E-02 -1.371
hsa-miR-4746-3p 3.99E-02 -1.371
hsa-miR-6894-5p 3.09E-02 -1.362
hsa-miR-4667-3p 2.58E-02 -1.353
hsa-miR-7113-3p 1.03E-02 -1.335
hsa-miR-4793-5p 2.23E-02 -1.331
hsa-miR-6886-5p 1.52E-02 -1.328
hsa-miR-769-3p 3.72E-02 -1.325
hsa-miR-570-3p 3.72E-02 -1.318
hsa-miR-29¢-3p 4.36E-02 -1.295
hsa-miR-6766-3p 4.28E-02 -1.293
hsa-miR-3974 6.82E-03 -1.286
hsa-miR-4644 2.89E-02 -1.283
hsa-miR-4450 2.30E-02 -1.278
hsa-miR-623 2.14E-02 -1.267
hsa-miR-514b-5p 1.73E-02 -1.266
hsa-miR-3689a-5p 6.21E-03 -1.258
hsa-miR-3689b-5p 6.21E-03 -1.258
hsa-miR-3689e 6.21E-03 -1.258
hsa-miR-6807-3p 4.23E-03 -1.255
hsa-miR-128-1-5p 5.08E-03 -1.253
hsa-miR-505-3p 8.14E-03 -1.246
hsa-miR-4257 8.02E-03 -1.241
hsa-miR-3176 8.52E-03 -1.240
hsa-miR-296-3p 4.71E-02 -1.237
hsa-miR-6884-5p 3.87E-02 -1.232
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hsa-miR-181c-3p

1.68E-02

-1.227

hsa-miR-4509

3.79E-02

-1.209
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Upregulated miRNAs

miRNA P-value Fold-Change
hsa-miR-543 9.27E-03 1.201
hsa-miR-1303 4.12E-02 1.201
hsa-miR-1297 1.08E-02 1.202
hsa-miR-4681 1.31E-02 1.206
hsa-miR-4738-5p 4.51E-02 1.211
hsa-miR-2681-3p 4.87E-02 1.211
hsa-miR-103b 2.61E-02 1.216
hsa-miR-2909 6.60E-03 1.217
hsa-miR-3191-3p 3.65E-02 1.221
hsa-miR-6869-3p 3.57E-02 1.222
hsa-miR-563 3.34E-02 1.222
hsa-miR-567 6.29E-03 1.226
hsa-miR-3529-3p 1.32E-02 1.228
hsa-miR-518a-3p 1.09E-02 1.228
hsa-miR-8061 2.78E-03 1.231
hsa-miR-4424 2.83E-02 1.232
hsa-miR-8057 1.22E-02 1.236
hsa-miR-4524a-3p 2.73E-02 1.237
hsa-miR-194-5p 1.70E-02 1.248
hsa-miR-6771-3p 3.62E-02 1.253
hsa-miR-708-5p 4.35E-02 1.253
hsa-miR-519d-5p 1.66E-03 1.255
hsa-miR-935 1.21E-02 1.257
hsa-miR-3167 4.07E-02 1.259
hsa-miR-3121-5p 9.16E-04 1.265
hsa-miR-4418 1.31E-02 1.265
hsa-miR-1296-5p 2.18E-02 1.266
hsa-miR-3925-3p 3.00E-02 1.274
hsa-miR-642b-5p 3.95E-02 1.281
hsa-miR-652-5p 2.90E-02 1.284
hsa-miR-216b-3p 4.68E-02 1.285
hsa-miR-577 9.58E-03 1.289
hsa-miR-6770-3p 4.12E-02 1.294
hsa-miR-6772-3p 1.76E-02 1.296
hsa-miR-625-3p 4.39E-02 1.297
hsa-miR-578 1.26E-02 1.304
hsa-miR-1207-3p 3.12E-02 1.312
hsa-miR-3925-5p 6.09E-03 1.342
hsa-miR-3115 2.39E-02 1.345
hsa-miR-140-5p 2.86E-02 1.345
hsa-miR-320d 4.87E-02 1.350
hsa-miR-519e-5p 2.51E-03 1.384
hsa-miR-4429 2.63E-02 1.461
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hsa-miR-23c 4.25E-03 1.513
hsa-miR-106b-3p 1.22E-02 1.689
hsa-miR-424-3p 3.67E-02 2.009
hsa-miR-451a 3.49E-02 4.172
hsa-miR-486-5p 3.86E-02 8.235
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STUDY QUESTION: Could peritoneal fluid (PF) from patients with endometriosis alter the microRNA (miRNA) expression profile in endo-
metrial and endometriotic cells from patients?

SUMMARY ANSWER: PF from patients with endometriosis modifies the miRNA expression profile in endometrial cells from patients.

WHAT IS KNOWN ALREADY: Angiogenesis is a pivotal system in the development of endometriosis, and dysregulated miRNA expression
in this disease has been reported. However, to our knowledge, the effect of PF from patients on the miRNA expression profile of patient endo-
metrial cells has not been reported. Moreover, an effect of three miRNAs (miR-16-5p, miR-29¢-3p and miR-424-5p) on the regulation of vascular
endothelial growth factor (VEGF)-A mRNA translation in endometrial cells from patients with endometriosis has not been demonstrated.

STUDY DESIGN, SIZE, DURATION: Primary cultures of stromal cells from endometrium from 8 control women (control cells) and | |
patients with endometriosis (eutopic cells) and ovarian endometriomas (ectopic cells) were treated with PF from control women (CPF) and
patients (EPF) or not treated (OPF) in order to evaluate the effect of PF on miRNA expression in these cells.

PARTICIPANTS/MATERIALS, SETTING, METHODS: MiRNA expression arrays (Affymetrix platform) were prepared from cells
(control, eutopic, ectopic) treated with CPF, EPF or OPF. Results from arrays were validated by quantitative reverse transcription—polymerase
chain reaction in cultures from 8 control endometrium, || eutopic endometrium and || ovarian endometriomas. Functional experiments
were performed in primary cell cultures using mimics for miRNAs miR- 1 6-5p, miR-29¢-3p and miR-424-5p to assess their effect as VEGF-A ex-
pression regulators. To confirm a repressive action of miR-29¢-3p through forming miRNA:VEGFA duplexes, we performed luciferase expression
assays.

MAIN RESULTS AND THE ROLE OF CHANCE: EPF modified the miRNA expression profile in eutopic cells. A total of 267 miRNAs were
modified in response to EPF compared with OPFin eutopic cells. Nine miRNAs (miR- | 6-5p, miR-21-5p, miR-29¢-3p, miR- 1 06b-5p, miR-30a-5p,
miR-149-5p, miR-185-5p, miR-195-5p, miR-424-5p) that were differently expressed in response to EPF, and which were potential targets
involved in angiogenesis, proteolysis or endometriosis, were validated in further experiments (control = 8, eutopic = | I, ectopic = | ).
Except for miR-149-5p, all validated miRNAs showed significantly lower levels (miR-16-5p, miR-106b-5p, miR-130a-5p; miR-195-5p and
miR-424-5p, P < 0.05; miR-21-5p, miR-29¢-3p and miR-185-5p, P < 0.01) after EPF treatment in primary cell cultures from eutopic endomet-
rium from patients in comparison with OPF. Transfection of stromal cells with mimics of miRNAs miR-16-5p, miR-29¢-3p and miR-424-5p showed
a significant down-regulation of VEGF-A protein expression. However, VEGFA mRNA expression after mimic transfection was not significantly
modified, indicating the miRNAs inhibited VEGF-A mRNA translation rather than degrading VEGFA mRNA. Luciferase experiments also corro-
borated VEGF-A as a target gene of miR-29¢-3p.

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the European Society of Human Reproduction and Embryology. Al rights reserved.
For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com
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LIMITATIONS, REASONS FOR CAUTION: The study was performed in an in vitro model of endometriosis using stromal cells. This model
is just a representation to try to elucidate the molecular mechanisms involved in the development of endometriosis. Further studies to identify the

pathways involved in this miRNA expression modification in response to PF from patients are needed.

WIDER IMPLICATIONS OF THE FINDINGS: This is the first study describing a modified miRNA expression profile in eutopic cells from
patients in response to PF from patients. These promising results improve the body of knowledge on endometriosis pathogenesis and could open
up new therapeutic strategies for the treatment of endometriosis through the use of miRNAs.

STUDY FUNDING/COMPETING INTEREST (S): This work was supported by research grants by ISCllland FEDER (PI1 1 /00091, PI1 | /
00566, PI14/01309, PI14/00253 and FI12/00012), RIC (RD12/0042/0029 and RD12/0042/0050), IIS La Fe 201 |-21 |, Prometeo 201 1 /027
and Contrato Sara Borrell CD13/0005. There are no conflicts of interest to declare.
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Introduction

Endometriosis is one of the most common gynecological diseases, whose
prevalence is estimated at ~ | 0% of women of reproductive age and up to
50% of infertile women (Burney and Giudice, 2012). Itis characterized by
the presence of endometrial tissue outside the uterus, and it is associated
with pain and infertility (McKinnon et al., 2012).

Nowadays, the most accepted theory explaining the development of
endometriosis is the retrograde menstruation theory (Sampson, 1927).
This theory proposes that endometrial fragments migrate to the periton-
eum in a retrograde way during menstruation. In women with endomet-
riosis, these endometrial fragments are able to survive, proliferate and
develop new vessels to ensure the establishment of ectopic lesions. Al-
though endometriosis is a benign disease, some features are in common
with metastatic processes such as an aberrant angiogenesis. Hence,
several groups have analyzed the important role of angiogenesis in the
pathogenesis of endometriosis (Donnez et al., 1998; Gilabert-Estellés
et al., 2007, 2012; Ramén et al., 201 |; Rahmioglu et al., 2012; Rocha
etal., 2013; Braza-Boils et al., 2014).

Angiogenesis is a complex process regulated by a balance between
promoters (proangiogenic factors) and inhibitors (antiangiogenic
factors) and is essential for supplying oxygen and nutrition to tissues.
Among these factors, the main regulator for angiogenesis is known to
be the vascular endothelial growth factor (VEGF) and VEGF receptor
(VEGFR) system, in which VEGF-A plays a pivotal role (Shibuya, 2008).

Ectopic lesions located in the pelvic peritoneum are immersed in peri-
toneal fluid (PF); therefore, the study of PF components and their effects
on the development of endometriosis is a crucial objective to better
understand this pathological condition (Cosin et al., 2010; Berbic and
Fraser, 201 |; Braza-Boils et al., 2013; Olkowska-Truchanowicz et al.,
2013). In this context, increased levels of peritoneal macrophages and
various proinflammatory and proangiogenic cytokines, abnormal T and
B lymphocytes and VEGF-A have been reported in the PF from patients
(Giudice and Kao, 2004; Gilabert-Estellés et al., 2007; Martinez-Roman
et al., 1997; Olkowska-Truchanowicz et al., 2013; Rocha et al., 2013).
Morerecently, Berkesetal. (2014) described that 49% of studied patients
with endometriosis presented neutrophil extracellular traps (NETSs) in
the PF, whereas control women rarely showed NET formation. They
also observed that the highest percentage of NET-positive PFs was
observed in patients with Stage | and Il disease. These results suggest
that NETs could play a role in initiation of the endometriosis.

MicroRNAs (miRNAs) are non-coding RNAs that may regulate
angiogenesis through the modulation of RNA translation (Bartel,

2009). Several studies have reported the influence of miIRNAs on the ex-
pression of proteins involved in physiological and pathological conditions
(Burneyetal.,2009; Ohlsson-Teague etal., 2009, 2010; Kuokkanenetal.,
2010; Ramén et al., 2012). In relation to gynecological diseases, it has
been suggested that altered expression of mMiRNAs may be involved in
the development of endometriosis (Pan et al., 2007, 2008; Toloubey-
dokhti et al., 2008; Burney et al., 2009; Guo, 2009; Ohlsson-Teague
et al., 2009, 2010; Hawkins et al., 201 |; Ramdn et al., 201 |; Gilabert-
Estellés et al., 2012; Braza-Boils et al., 2013, 2014; Laudanski et al.,
2013). In a recent study (Braza-Boils et al, 2014), we described
dysregulated miRNA expression in endometriosis, including changes in
miR-16-5p, miR-29¢c-3p and miR-424-5p. In silico studies showed that
these three miRNAs may regulate VEGF-A expression.

Several studies have indicated that miR-424-5p may be involved in
angiogenesis regulation (Wang and Olson, 2009; Chamorro-Jorganes
etal,2011).

Moreover, the role of miR-16-5p and miR-424-5p in the cell-intrinsic
angiogenic activity of endothelial cells (ECs) has been investigated
(Chamorro-Jorganes et al., 2011), and the authors concluded that
both miRNAs directly targeted VEGF-A. Therefore, these miRNAs
could participate in the regulation of the angiogenic functions of ECs.

In relation to the role of miR-29¢ in angiogenesis, a previous study
in rats confirmed that VEGF-A is a direct target of miR-29a,c specif-
ically suppressing endogenous VEGF-A translation in vitro (Yang et al.,
2013).

To ourknowledge, the direct effect of these three miRNAs (miR- 1 6-5p,
miR-29¢-3p and miR-424-5p) on the regulation of VEGF-A translation in
endometrial and endometriotic cells from patients with endometriosis
has not been demonstrated.

In the present study, we investigated the role of PF from patients with
endometriosis on the miRNA expression profile in primary cell cultures
of stromal cells from control and eutopic endometrium and ovarian
endometrioma from patients. Moreover, we evaluated the relationship
of miRNAs to the aberrant angiogenesis observed in endometriosis.

Materials and Methods

Ethics statement

Written informed consent was obtained from all patients and controls, and
the study was approved by the Ethical Committee from Hospital Universi-
tario y Politécnico La Fe, Valencia, Spain (#2008/0111) and Hospital
General Universitario, Valencia, Spain (#PBL00093).
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Clinical groups

Patients

Caucasian women with moderate or severe endometriosis (Stages llland IV,
revised American Society for Reproductive Medicine classification system,
1997) were studied. All women underwent laparoscopic surgical examin-
ation of the abdominal cavity and complete excision of endometriotic
tissue. The presence of the disease was suspected either clinically or by ultra-
sonography and confirmed by surgical findings and post-operative patho-
logical examination. Laparoscopic examination of the abdominal cavity
excluded the presence of any other pelvic pathology that could potentially
confound the data observed.

Controls
Normal endometrial tissues were obtained from fertile women without
endometriosis who underwent surgery for tubal sterilization. The absence
of endometriosis was confirmed by meticulous examination of the pelvic
and extrapelvic peritoneum, ovaries, intestine and diaphragm in order to
detect typical or atypical endometriotic lesions.
PF from controls and patients were centrifuged at 1500 x gfor 30 min at
4°C, filtered through a 0.2 um pore size membrane, and stored at —80°C.
Women affected by menorrhagia or hypermenorrhea or women who had
been pregnant or breastfeeding during the previous 6 months were excluded
from the study. None of the women had received any form of hormone
therapy for at least 3 months before the study.

Tissue samples and cell lines

In order to isolate stromal cells, | | endometrial tissues (eutopic cells) (mean
age 32 years; range 19—40) and | | ovarian endometriomas (ectopic cells)
from women with moderate or severe endometriosis (Stages Ill and 1V)
(mean age 30 years; range 19—-42) and control endometrial tissue (control
cells) from 8 women without the disease (mean age 36 years; range
24-43) were obtained.

The EC line EA.hy926 was obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA). ECs were maintained in phenol-red free
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 2 mM glutamine
and 10% fetal bovine serum (Life Technologies, Madrid, Spain). A human
colon cancer cell line HCT-116 deficient for Dicer (HCT-DK) was a
kind gift from Dr Renato Baserga (Thomas Jefferson University, PA, USA).
HCT-DK were cultured in McCoy’s 5A (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)
supplemented with 2 mM glutamine and |0% fetal bovine serum.

PF pools

PF pools consisted of |0 PFs from women with endometriosis (endometrio-
tic PF pool, EPF) (mean age 33 years; range 27—39) and 10 PFs from fertile
women without endometriosis (control PF pool, CPF) (mean age 37 years;
range 2| —47) in the proliferative phase of the menstrual cycle.

Primary cell culture of stromal cells from
endometrial and endometriotic tissues
and PF exposure

Cell culture and exposure to PF pools were performed as previously
described (Braza-Boils et al., 2013), and functional experiments were per-
formed in cultures at passage 2—4. The cell lines EA.hy926 and HCT-DK
were cultured according to the American Type Culture Collection protocols.

Cell transfections

Cells were seeded 24 h before transfection in complete medium without
antibiotics and transfected with 100 nM of chemically modified double-
stranded RNAs that mimic endogenous miRNAs (miR-16-5p, miR-29¢-3p,

miR-424-5p or scrambled control) by using the siPORT™ NeoFX™ trans-
fection agent from Life Technologies in OPTIMEM according to the manufac-
turer’s instructions. After 24 h, cells were collected for subsequent mRNA
and protein analyses. All transfections were performed in triplicate.

RNA extraction

Total RNA from cells stimulated with EPF or CPF and without stimulation
(OPF) was extracted using mirVana miRNA isolation kit (Life Technologies),
according to the manufacturer’s protocol. Total RNA from transfected cell
cultures was isolated using Trizol Reagent (Life Technologies). Yield and
purity of RNAwere measured usinga NanoDrop ND- 1000 spectrophotom-
eter (Nanodrop Products, Wilmington, DE, USA), and the RNA integrity was
analyzed using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). All samples employed for microarray assays presented a
RNA integrity number >9.0.

Analysis of miRNA expression profiles

MiRNA expression profiles were studied in primary cell cultures of stromal
cells from four eutopic endometrium, three ovarian endometrioma and
three control endometrium exposed to EPF, CPF or OPF. Affymetrix plat-
form, GeneChip miRNA 2.0 arrays (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
were employed according to the manufacturer’s protocol. Arrays were pre-
pared in our Array Facility (IIS La Fe, Valencia, Spain). Data analysis was per-
formed employing PARTEK Genomic Suite software (PARTEK, Inc., St Louis,
MO, USA) and normalized using the robust multiarray analysis (RMA)
algorithm. Analysis of variance (ANOVA) statistical analysis allowed us to
generate a list of differently expressed miRNAs, with significance set at a
P-value < 0.05.

Validation of selected mature miRNAs
by quantitative real-time RT-PCR

Target genes of differentially expressed miRNAs in response to PF exposure
were assessed using the following miRNA binding sites prediction programs:
miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/) (Kozomara and Griffiths-Jones,
201 1), miRSVR (http://www.microrma.org) (Betel et al., 2010), TargetScan
(http://www.targetscan.org) (Lewis etal., 2005) and DIANA-microT (http://
diana.imis.athena-innovation.gr) (Paraskevopoulou et al, 2013). Nine
MiRNAs (miR-16-5p, miR-21-5p, miR-29¢-3p, miR-106b-5p, miR-130a-5p,
miR-185-5p, miR-195-5p, miR-424-5p) with potential targets involved in
angiogenesis, proteolysis or endometriosis were selected to be validated by
quantitative real-time reverse transcription—polymerase chain reaction (QRT—
PCR) in a larger number of experiments, including the cell cultures in which
microarray experiments were performed. RNA RNU6B was employed as
endogenous control.

Mature miRNAs quantification was performed by miRCURY LNA™ Uni-
versal RT microRNA PCR (Exiqon, Vedbaek, Denmark) employing a Light
cycler 480 Il instrument (Roche Applied Science, Penzberg, Germany).

VEGF-A protein quantification

VEGF-A protein levels from supernatants were measured usinga commercially
available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Human VEGF, IBL
International, Hamburg, Germany). No cross-reactivity or interference with
platelet-derived growth factor was observed. This assay recognizes human
VEGF-A s and VEGF-A, | isoforms. The intra-assay and inter-assay variation
coefficients were 4—6% and 7— | 0%, respectively.

VEGF-A protein expression from cells was quantified by western blot
(anti-VEGF antibody ab46154, Abcam, Cambridge, UK), which recognizes
both human VEGF-A ¢s and VEGF-A |, isoforms.
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VEGF-A mRNA

VEGF-A mRNAwas quantified by gqRT—PCR. Briefly, RNA (400 ng) and Super-
Script™ IIl First-Strand Synthesis System (Life Technologies) were used for
reverse transcription reactions. VEGFA and beta-actin (ACTB) (as endogenous
reference control) gene expression was quantified by polymerase chain reac-
tion (PCR) (probe references: Hs00900055_m! and Hs99999903_ml,
respectively, from Life Technologies). The 272" method was followed
to calculate the relative abundance of MRNA compared with endogenous
control expression (Ct = threshold cycle; ACt = Ct endogenous control—
Ct sample gene).

Luciferase experiments

Plasmid construction

To confirm the repressive action of miR-29¢-3p through forming miRNA:-
VEGFA duplexes, we inserted a fragment of the VEGFA 3’ untranslated
region (UTR) containing the binding site for this miRNA into a luciferase
expression vector, generating the luciferase reporter construct pMIR-
VEGFA-3'UTR. Briefly, pMIR-VEGFA-3'UTR contained a fragment located
at nt +1575-1829 of the VEGFA 3'UTR. The PCR fragment was cloned
into the pCR 2.1 vector (Life Technologies™). Positive clones were digested
with Sacl and Hindlll (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), and the
insert was subcloned into the luciferase reporter plasmid pMIR-REPORT™
(Life Technologies) previously digested with Sacl and Hindlll. Insertion of the
VEGFA 3’'UTR fragment was checked by sequencing (ABI3 130 XL, Life Tech-
nologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). All sequence analyses and align-
ments were performed with the SeqmanPro program (Lasergene version
7.1, DNASTAR, Madison, WI, USA).

To generate mutations in the predicted target site for the miR-29¢-3p,
seven nucleotides located in the seed sequence were deleted using the Quik-
Change site-directed mutagenesis kit (Agilent Technologies). Sequencing
was performed to check for the deletion of the seed sequences. The
primers used for cloning and mutagenesis are detailed in Supplementary
data, Table SI.

Luciferase vector transfection
MiR-29¢-3p mimic was co-transfected with pMIR-VEGFA-3’UTR and Renilla
vector pRL-TK (Promega, Madison, WI, USA) into the HCT-DK cell line.

Cells were seeded at a density of 80 000 cells/well in 24-well plates with
McCoy’s 5A supplemented with 0% fetal calf serum without antibiotics.
The following day, cells were co-transfected with scrambled precursor
(SCR) or miR-29¢-3p mimic (both pMIR-REPORT plasmids— 1000 ng/
well—wild type or mutated for the miRNA seed site) and 100 ng/well of
Renilla luciferase control plasmid (pRL-TK, Promega) using Lipofectamine
LTX (Life Technologies), according to the manufacturer’s instructions. Luci-
ferase assays were performed as previously described (Salloum-Asfar et al.,
2014). The enzymatic activities of Renilla and firefly luciferases were quanti-
fied in a Synergy 2 luminometer (Biotek, Winooski, VT, USA). Each combin-
ation of pMIR-REPORT (wild-type and mutated 3'UTR) and pRL-TK was
tested in triplicate in five independent experiments. Firefly luciferase activity
was normalized to Renilla luciferase activity for each transfected well. The
normalized data were expressed as changes relative to the data of the cells
transfected with 100 nM SCR mimic. SCR was taken as |00%.

Statistical analysis

Results from arrays were analyzed using PARTEK Genomic Suite Software.
Comparisons between groups for all other analyses were performed by an
unpaired t-test. Statistical tests were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences Release 20 for Windows (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA)

Luciferase activity levels were compared between SCR and mimics in
wild-type and mutant vectors using linear mixed models. Independent
experiments were regarded as a random effects variable in the model, and
SCR/miR and WT/MUT factors were regarded as fixed effects. Error bars
were used to display SEs, and P-values < 0.05 were considered statistically
significant. These analyses were performed using R software (version
3.0.2) (r-project.org).

Results

MiRNA expression profiles (Affymetrix
platform)

The GeneChip miRNA 2.0 Array contains | 105 human probes for
mature miRNAs and | 121 probes for their respective pre-miRNAs.

. OPF

. CPF

. EPF

Figure | Principal component analysis performed from miRNA expression arrays (Affymetrix): (A) control cells, (B) eutopic cells and (C) ectopic cells.
OPF: without any treatment; CPF: treated with peritoneal fluid from control women and EPF: treated with peritoneal fluid from patients.
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Figure 2 Volcano plots representing miRNA differently expressed in control, eutopic or ectopic cells in response to different treatments.
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g 58 1

EPF versus OPF

EPF versus OPF EPF versus CPF

EPF versus CPF EPF versus CPF

EPF versus OPF

Figure 3 Venn diagrams representing the number of miRNAs dysregulated in each experimental condition: (A) control cells, (B) eutopic cells and

(C) ectopic cells. Student’s t-test.

Profiling of these RNAs was completed for three cultures from control
endometrium (control cells), four from endometrium from patients
(eutopic cells) and three from ovarian endometriomas (ectopic cells)
treated with PFs from patients (EPF), controls (CPF) and without treat-
ment (OPF). Principal component analysis revealed that control cells
treated with CPF showed no modification in the miRNA expression

pattern in comparison with untreated cells. Nevertheless, the miRNA
expression was different in response to EPF (Fig. 1A). In contrast to
control cells, eutopic and ectopic cells responded to EPF and CPF in a
different way in terms of miRNA expression (Fig. IB and C). Volcano
plots from ANOVA test (Fig. 2) revealed that the major difference in
miRNA expression was observed in eutopic cells after EPF treatment
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Table I miRNA microarray expression and targets of miRNA selected for the PCR experiments.

Eutopic cells response

to EPF compared with

OPF
miRNA  miRNA miRNA sequence 5'-3’ Fold P-value *  Target
(v.15)*  (v.20)° change

UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG -9.96870  0.04321 VEGFA, EGFR2, BCL2, FGFR I, COX2

UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA —16.96419  0.00620 TIMP3, TGFb2, SERPINBS, VEGFA, BCL2, EGFR,
MMP2, HIFla, MMP8, TGFb, TGFBRI, THBSI,
TNFRSFIIB

VEGFA, PDGFB-C, THSD4 (TSP-1D4), SERBPI,
ADAMTS2,5-7,9, 17-19

TGFBR2, MMP2, THSD3, CCNG2, ADAMSY, IL8,
MMP24, COL4A3, CCNDI, TIMP2, CCND2,
COLI9A, FGF4, VEGFA

SERPINEI, COL4AI, IL6R, COL4AS, VEGFA,
COLIA2, SERPINB7, FAS (TNFR superfamily)

GPCI, FGFRI¢, EDNRA, TNFRSFI9
VEGFA, THSD7A, CLDNI I, ILI7R, HIF3a, EDA2R

COLI2AI1, CDCA4, BCL2L2, VEGFA, CLDN 2,
CCNDI, SERBPI, DICERI, ADAMTS5, GHR,
CLDN?2, ESRRA, ESRRG, ADAMTSI

VEGFA, ILI, FGF2

miR-21 miR-21-5p

miR-29¢ miR-29¢-3p UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA —2.38095  0.01301

miR-106b  miR-106b-5p UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU —20.34633  0.01002

miR-130a  miR-130a-3p CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU —19.25180  0.00517

miR-149  miR-149-5p
miR-185 miR-185-5p
miR-195 miR-195-5p

UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC 3.43946  0.04766
UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA —19.84907  0.01248
UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC —4.99004  0.00318

miR-424  miR-424-5p CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA —2.03838  0.04712

ADAMTS2,5-7,9, 17—19: ADAM metallopeptidase with thrombospondin type | motif, 2,5-7,9, 17—19; BCL2: B-cell lymphoma 2; BCL2L2: BCL2-like 2; CCND|: cyclin D |; CCND2:
cyclin D2; CCNG2: cyclin G2; CDCA4: cell division cycle associated 4; CLDN | |: claudin | |; CLDNI2: claudin 12; COLIAZ2: collagen, type |, alpha 2; COL4A|: collagen, type IV, alpha
|;COL4A3: collagen, type |V, alpha 3; COL4AD5: collagen, type IV, alpha 5; COLI2Al: collagen, type XII, alpha I; COLI9A: collagen, type IXX, alpha; COX2: cyclooxygenase 2; DICERI:
dicer |, ribonuclease type Ill; EDA2R: ectodysplasin A2 receptor; EDNRA: endothelin receptor type A; EGFR2: epidermal growth factor receptor 2; ESRRA: estrogen-related receptor
alpha; ESRRG: estrogen-related receptor gamma; FAS (TNFR superfamily): Fas cell surface death receptor; FGF2: fibroblast growth factor 2; FGF4: fibroblast growth factor 4; FGFRI:
fibroblast growth factor receptor |; GHR: growth hormone receptor; GPCI: glypican |; HIFla-3a: hipoxia inducible factor | -3, alpha subunit; IL|: interleukin [; ILéR: interleukin 6
receptor; IL8: interleukin 8; IL17R: interleukin |7 receptor; MMP2: matrix metalloproteinase-2; MMP8: matrix metalloproteinase-8; MMP24: matrix metalloproteinase-24; PDGFB-C:
platelet-derived growth factor polypeptide-C; SERPINEI: plasminogen activator inhibitor type |; SERPINB5-7: serpin peptidase inhibitor, clade B, member 5—7; TGFb2: transforming
growth factor beta 2; TGFBRI: transforming growth factor, beta receptor |; TGFBR?2: transforming growth factor, beta receptor 2; THBS | : thrombospondin |; THSD3: thrombospondin,
type |, domain containing 3; THSD4: thrombospondin, type |, domain containing 4; THSD7A: thrombospondin, type |, domain containing 7A; TIMP3-2: tissue inhibitor of
metalloproteinases-3-2; TNFRSFI | B: tumor necrosis factor receptor superfamily, member | Ib; TNFRSF19: tumor necrosis factor receptor superfamily, member |9; VEGFA: vascular
endothelial growth factor.

EPF, endometriotic peritoneal fluid; OPF, without peritoneal fluid.

?Referred to miRBase database release (version |5).

PReferred to miRBase database release (version 20). MiRNAs are named in microarray according to miRBase version |6. However, the current classification is referred to miRBase 20
release.

“Chamorro-Jorganes et al. (2014).

*ANOVA.

(Fig. 2E and H). Moreover, it should be underlined that the majority of
these mMiRNAs were down-regulated in response to EPF. The compari-
son between the response to EPF and to OPF showed that eutopic
cells presented the highest number of miRNAs significantly dysregulated:
P < 0.05 and + 2-fold change (Fig. 2H). Venn diagrams (Fig. 3) repre-
senting all of the differentially expressed (P << 0.05) human miRNA
probes in the array showed that EPF modified the expression of some
miRNAs > 12-fold in eutopic cells compared with the other cultures.
Among the 267 miRNAs that are modified in response to EPF compared
with OPF in eutopic cells (Fig. 3B), 82 corresponded to mature miRNAs
(72 down-regulated and |0 up-regulated) (P < 0.05; + 2-fold change)
(Supplementary data, Table SlI).

After the in silico study of the target genes for those miRNAs differen-
tially expressed in eutopic cells from patients treated with EPF, we
selected nine miRNAs related to angiogenesis (miR-16-5p, miR-21-5p,
miR-29¢c-3p, miR-106b-5p, miR-130a-5p, miR-149-5p, miR-185-5p,

miR-195-5p, miR-424-5p) for validation by qRT—PCR in a larger
number of experiments. Eight of these miRNAs were down-regulated
in the expression arrays (miR-16-5p, miR-21-5p, miR-29¢c-3p, miR-
[06b-5p, miR-130a-5p, miR-185-5p, miR-195-5p, miR-424-5p), and
miR-149-5p was up-regulated. (Table I).

Validation by qRT-PCR

With the exception of mIRNA-149-5p, which did not show increased levels,
as the arrays results revealed (Fig. 4F), the other eight miRNAs showed stat-
istically significant lower levels after EPF treatment in primary cell cultures
from eutopic endometrium from patients (Fig. 4A—E, H and I). MiR-16-5p
and miR-424-5p showed lower levels after CPF and EPF treatments in
control cells. Ectopic cells reduced the expression of miR-16-5p,
miR-29¢-3p, miR-106b-5p, miR-130a-5p and miR-185-5p in the presence
of both PF pools, but only the change in miR-16-5p was statistically significant.
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Figure 4 Nine miRNAs were selected from array results in order to be validated by gRT—PCR in control (n = 8), eutopic (h = | |) and ectopic (n = | )

cells treated with: ANOVA test *P < 0.05 and **P < 0.01.

Functional experiments using mimics

MiR-16-5p, miR-29¢c-3p and miR-424-5p were significantly down-
regulated in eutopic cells after EPF treatment in the array validation
phase. Recently, our group published a dysregulated miRNA expression
profile in different lesions characteristic of endometriosis, including
miR-16-5p, MiR-29¢c-3p and miR-424-5p (Braza-Boils et al., 2014).
Moreover, insilico analysis revealed that all three miRNAs could regulate
VEGF-A translation (Table I).

To specifically investigate whether VEGF-A expression could be regu-
lated by these three miRNAs, we transfected the EA.hy926 EC line and
primary cell cultures from control and patient endometrium with mimics
of miR-16-5p, miR-29¢-3p and miR-424-5p (Fig. 5).

Inorderto assess the possible effect of endogenous miRNAs on mimic
transfections, miRNAs levels were quantified by qRT—PCR (Supplemen-
tary data, Fig. SI). Results validated the effect of exogenous synthetic
miRNAs used in the functional studies.

In the EA.hy926 cell line, transfection with miR-16-5p, miR-29¢-3p or
miR-424-5p mimics induced a reduction in VEGF-A expression versus
scrambled mimic of 63 + 1%, 76 + 0.9% and 79 + 0.9% (P < 0.01),
respectively (Fig. 5A and D). When the same transfections with

miR-16-5p, MiR-29¢c-3p or miR-424-5p mimics were performed in
primary cell cultures from controls and patient endometrium, VEGF-A ex-
pression was reduced versus scrambled mimic by 79 + 20% (P = 0.12),
90+ 0.2% and 90 + 0.2% (P<<0.001) in endometrial cells from
women without the disease (Fig. 5B and D) and 96% (P < 0.001), 79%
and 78% (P < 0.01) in patient endometrial cells, respectively (Fig. 5C
and D). In control cell cultures, different doses of mimics (20, 50 and
100 nM) were transfected. VEGFA mRNA levels were quantified after
transfections, observing no statistically significant modifications in any of
the studied cell types (Fig. 5E). Moreover, quantification of VEGF-A
protein levels by ELISA showed that mimics seem to act in a dose-
dependent manner (Supplementary data, Fig. S2).

Validation of miRNA-VEGF-A interaction

To test the hypothesis that miR-29¢-3p can directly modulate VEGF-A
expression, VEGFA 3'UTR was cloned downstream from the firefly luci-
ferase open reading frame. Either the wild-type reporter construct or the
miR-29¢-3p binding site deleted construct were co-transfected in differ-
ent experiments (Fig. 5G) in the HCT | 1 6-Dicer KO cell line, with a SCR
or a miR-29¢-3p mimic.
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Figure 5 Invitro studies. (A—C) Representative western blots for VEGF-A after transfection of cells (A: EA.hy 926, B: control cells, C: eutopic cells) with
scramble or miR-16-5p, miR-29¢c-3p and miR-424-5p mimics (100 nM) for 48 h. (D) Densitometric analysis of VEGF-A extracellular expression. (E)
VEGF-A protein levels after control cell transfection with mimics (20, 50 and 100 nM) measured by ELISA. (F and G) Luciferase assays. (F) VEGF-A
mRNA levels after mimic transfection (100 nM). (G) Schematic representation of miR-29¢-3p predicted target site in VEGFA 3' UTR. Complementarities
between the seed region (seven nucleotides) of miR-29¢-3p and 3" UTR of VEGFA mRNA target site are shown. HCT | | 6—The dicer KO cell line was
co-transfected with scramble or miR-29¢-3p mimic and pMIR-VEGFA-3" UTR wild-type (WT) or mutated (Mut). All experiments were performed in trip-

licate (n = 3). ANOVA test *P < 0.05, **P < 0.0 and ***P < 0.001.
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Our results showed that the relative luciferase activity was significantly
decreased in cells co-transfected with the wild-type construct and
miR-29¢-3p (62 + 8%, P < 0.001). However, this inhibition was not
observed when co-transfection was performed with the vector contain-
ing the specific mutated 3’UTR of VEGFA (Fig. 5F), indicating that VEGFA
3’UTR could be a direct target of miR-29¢-3p.

Discussion

In the present study, we observed that PF from patients modified the
miRNA expression profile in endometrial stromal cells from women
with endometriosis, including miRNAs involved in angiogenesis. In a pre-
vious report (Braza-Boils et al., 2014), we described a dysregulated
miRNA expression profile in endometrial and endometriotic tissues, in-
cluding miR-16-5p, miR-29¢-3p and miR-424-5p, and in silico studies
showed that these three miRNAs may regulate VEGF-A expression. In
the present study, we have performed functional studies employing
mimics for these miRNAs, indicating that these miRNAs regulate
VEGF-A translation not only in the EA.hy926 cell line but also in cells
from endometrial tissues from women with and without endometriosis.

Angiogenesis plays an important role in multiple physiological and
pathological processes including gynaecological diseases like endometri-
osis. Several miRNAs can control the expression of VEGF-A. MiR-29¢-3p
is a multifunctional miRNA implicated in several processes, including
extracellular remodeling and angiogenesis, and can contribute to the
formation of endometriotic lesions in patients with endometriosis
(Braza-Boils et al., 2014). A study performed in rats (Yang et al., 2013)
demonstrated that VEGF-A is a direct target of miR-29a and miR-29¢c
and these miRNAs suppressed endogenous VEGF-A expression
in vitro. In the present study, we have observed that the transfection of
miR-29¢-3p in endometrial and endometriotic cells from patients with
endometriosis significantly decreased VEGF-A protein expression.
Furthermore, luciferase experiments indicated that VEGF-A is a direct
target of miR-29¢-3p also in humans.

Both miR-16-5p and miR-424-5p target the same ‘seed sequence’, the
nucleotide sequence in which these miRNAs can bind to VEGFA mRNA,
which implies that both miRNAs can share most of their target genes. In
the present work, we observed a significant reduction in VEGF-A protein
expression in primary cell cultures from controls and patients endomet-
rium after transfection with miR- 1 6-5p or miR-424-5p mimics. However,
VEGFA mRNA expression after mimic transfection was not significantly
modified. The decrease in protein levels without significant modification
of mRNA levels indicates that these miRNAs mainly inhibit VEGF-A
translation without degrading VEGFA mRNA, as has been described for
several proteins (Braza-Boils et al., 2013). Indeed, in a previous study
(Braza-Boils et al., 2013), we investigated the influence of PF from
women with and without endometriosis on the expression of six
miRNAs, including miR-16-5p, that modulate angiogenesis, as well as
several angiogenic and proteolytic factors in endometrial and endome-
triotic cell cultures. We found a significant correlation between the
decrease in miR-16-5p and the increase in VEGF-A protein, but not
mRNA, in response to PF exposure in endometrial and endometriotic
cell cultures.

Ina previous report, Chamorro-Jorganes etal. (201 I) investigated the
role of miR-16-5p and miR-424-5p in the angiogenic activity of ECs and
showed that both miRNAs directly targeted VEGFA. These results are in
agreement with results obtained in the present report, in which we have

observed that miR-16-5p and miR-424-5p can regulate VEGF-A protein
levels in endometrial and endometriotic cells.

In a previous study (Braza-Boils et al., 2014), we suggested that
miR-424-5p contributed, at least in part, to the higher VEGF-A levels
observed in the endometrium from patients with endometriosis.
Other authors indicated that miR-424-5p targets VEGF-A and plays an
important role in down-regulating the angiogenic activity of this protein
(Wang and Olson, 2009; Chamorro-jorganes et al., 201 |). Moreover,
Nakashima et al. (2010) reported that down-regulation of mir-424 can
contribute to the abnormal angiogenesis in senile hemangioma.

MiRNAs may mediate cell-to-cell communication via exosomes
(Boon and Vickers, 2013; Kosaka et al., 2013). However, the mechan-
isms whereby miRNAs are packaged in exosomes and the selection of
miRNAs secreted in each cell state are unclear. Exosomal miRNAs
have been characterized in blood, urine and other body fluids, and exo-
somes can reflect their tissue or cell of origin by the presence of specific
surface proteins (Zhangetal., 2015). Moreover, a cell-phenotype modu-
lation induced by miRNAs-enriched exosomes has been described
(Hulsmans and Holvoet, 2013; Raposo and Stoorvogel, 2013; Rayner
and Hennessy, 2013).

In order to perform miRNA-based communication, three steps are
required. In a first step, miRNAs must be secreted from donor cells
into exosomes. Second, miRNAs migrate into RNAse-protected vesi-
cles in the recipient cell. And, finally, miRNAs must recognize their
mRNA target and repress its translation (Boon and Vickers, 2013).

Although peritoneal macrophages are able to secrete miRNA-rich
exosomes (Hulsmans and Holvoet, 2013) and could contribute to the
final endometriotic phenotype by means of the aforementioned mech-
anism, our results showed that PF from patients modified miRNA ex-
pression in eutopic cells from patients with endometriosis, indicating
not only that peritoneal factors could be involved in the endometriosis
pathogenesis, but also that endometrial factors seem to be implicated.
However, more studies are required in order to elucidate the mechan-
isms by which PF from patients is able to modify the receptor cell
phenotype.

In conclusion, PF from patients modified the miRNA expression
profile in endometrial cells from women with endometriosis. Functional
studies employing mimics for miR-16-5p, miR-29¢c-3p and miR-424-5p
suggested that these miRNAs regulate VEGF-A translation not only in
EA.hy926 cells but also in primary stromal cells from endometrium
from patients with endometriosis and control women. Additional
experiments are required in order to elucidate the potential role of
miRNA-rich exosomes in this ‘in vitro’ model of endometriosis. These
promising results really improve the body of endometriosis pathogenesis
knowledge that could open up new therapeutic strategies for the
treatment of endometriosis through the use of miRNAs.

Supplementary data

Supplementary data are available at http://humrep.oxfordjournals.org/.
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Abstract

Endometriosis is an estrogen-dependent inflammatory
disorder that limits the quality of life of affected women.
This pathology affects 10% of reproductive-age women,
although the prevalence in those patients experiencing
pain, infertility or both is as high as 35%-50%. Endo-
metriosis is characterized by endometrial-like tissue
outside the uterus, primarily on the pelvic peritoneum,
ovaries and the pouch of Douglas. Despite extensive
research endeavours, a unifying theory regarding the
exact etiopathogenic mechanism of this high prevalent
and incapacitating condition is still lacking, although it
has been suggested that epigenetics could be involved.
MicroRNAs (miRNAs), one of the epigenetic players,
are small non-coding RNAs that can act as post-trans-
criptional regulators of gene expression, reducing
the expression of their target mRNAs either inhibiting
its translation or promoting its degradation. MiRNA
expression profiles are specific of tissue and cell type.
Abnormal miRNA expression has been described in
different pathological conditions, such as a myriad of
oncological, cardiovascular and inflammatory diseases
and gynecological pathologies. In endometriosis,
miRNA expression patterns of eutopic endometrium
from patients and control women and from different
endometriotic lesions have been described. These small
non-coding molecules have become attractive candidates
as novel biomarkers for an early non-invasive diagnosis
of the disease, which could suppose a valuable benefit to
the patients in terms of improvement of prognosis and
reduction of the ratio of recurrence. In this systematic
review we will focus on the role of miRNAs in the patho-
phisiology of endometriosis.
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Core tip: Endometriosis is an estrogen-dependent
inflammatory disorder that limits the quality of life of
affected women. Nowadays, a unifying theory regarding
its exact etiopathogenic mechanism has not been
achieved yet. Our objective is to review the current
literature to better understand the role of microRNAs,
one of the epigenetic players, in the pathophisiology of
endometriosis and their potential as novel diagnostic
biomarkers to guide therapeutic interventions in endo-
metriosis.
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INTRODUCTION

Endometriosis is an estrogen-dependent inflammatory
disorder that limits the quality of life of affected
women!*”., This pathology affects 10% of reproductive-
age women, although the prevalence in those pati-
ents experiencing pain, infertility or both is as high
as 35%-50%". The prevalence of this condition is
estimated around 176 million worldwide, with an
average diagnostic delay of 7 years™, being the mean
age at diagnose 32.5-36.4 years, depending of the
study population®®,

Endometriosis is characterized by endometrial-
like tissue outside the uterus, primarily on the pelvic
peritoneum, ovaries and the pouch of Douglas. These
extrauterine lesions are responsible for the main sym-
ptoms, pelvic pain and infertility™.

Despite extensive research endeavours, a unifying
theory regarding the exact etiopathogenic mechanism
of this high prevalent and incapacitating condition is
still lacking. Several authors have reported a hormonal,
immunity and a genetic base for this gynecological
disorder. However, a growing body of evidence suggests
that epigenetics could also be involved!?, with an
exponential increase of papers published on this issue in
recent years.

Epigenetics refers to the study of mechanisms that
control gene expression in a potentially heritable way
without affecting DNA sequence. MicroRNAs (miRNAs),
DNA methylation and modifications of the chromatin
structure represent the different types of the known
epigenetic modifications, exerting their regulatory effect
additively™, In this review we will focus on the role of
miRNAs in the pathophisiology of endometriosis.
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MiRNAs are small (19-22nt) non-coding RNAs
that can act as post-transcriptional regulators of gene
expression, reducing the expression of their target
mRNAs either inhibiting its translation or promoting its
degradation. MiRNAs usually regulate gene expression
by binding to the 3" UTR (Untranslated Region) of their
target mRNA. Importantly, several miRNAs can target
a given mRNA and a single miRNA can target several
mRNA, increasing the complexity of the regulatory
mechanism mediated by these molecules®**, In
malignancies, miRNAs can act as oncogenes or tumor
suppressors, depending on their targets™* %, It is
important to highlight that the miRNA expression profiles
are specific of tissue and cell type!®. To date, more than
1881 miRNA precursors, coding for more than 2500
mature miRNAs have been described in humans!'”.,

MiRNAs were first described in 1993 by Lee et af'”
in the worm Caenorhabditis elegans. Since then, studies
about biogenesis, functions, roles and characterisation
of the mechanism of action of miRNAs have grown consi-
derably and nowadays they are considered as excellent
biomarkers of some diseases such as coronary artery
disease'®**”, cancer®*, and several gynecological
pathologies, including endometriosis™®>**.

PERITONEAL FACTORS AND
ENDOMETRIOSIS

Endometriosis is a multifactorial disease in which endo-
metrial and peritoneal factors such as those related
to angiogenesis and proteolysis may be involved? ",
Peritoneal fluid (PF) is a complex suspension containing
large amount of macrophages as well as endometrial
and red blood cells, small molecules diffused from
plasma through the mesothelial wall and other com-
ponents dependent on ovarian contribution and local
secretion such as steroid hormones and growth factors,
respectively™®. Because ectopic lesions located in the
pelvic peritoneum are completely submerged in this
fluid, their components have emerged as an important
field of study™®>".

It is well documented that endometriosis is chara-
cterized by an important inflammatory process*>*
with and increased production of reactive oxygen
species (ROS)P>*1, Berkes et al'® and Santulli et
al® have identified significantly increased levels of
protein oxidative stress markers in the PF from women
with deep infiltrating endometriosis when compared
with endometriosis-free controls. On the other hand,
NETosis describes the mechanisms by which activated
neutrophils expel their entire chromatin, serving as
catch and kill scaffold against microorganisms, a
structure designated as neutrophil extracellular traps
(NETs). Furthermore, it is known that ROS are the
major activator of NETosis. The involvement of NETosis
in endometriosis was studied Berkes et a/*®, who
observed the presence of NET formation in virtually
half of the patients with endometriosis, primarily in the
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stage I and II group and rarely in controls, suggesting
that NETosis is implicated in the initiation of the disease.

The contribution of immune system disorders
to endometriosis has been proposed by several au-
thors™***?, In this context, macrophage migration inhi-
bitory factor (MIF) is arousing growing interest. MIF is
a major pro-inflammatory factor found elevated in PF
from women with endometriosis. Apart from its effect
on activating and inhibiting macrophage mobility, it is
also considered a critical upstream activator of innate
immunity. MIF may be required for ectopic endometrial
tissue growth and progression of endometriosis lesions
in vivo™. Interestingly, miR-451 has been postulated
to target MIF“. By using a murine model, Nothnick
and coworkers™™! concluded that disruption of miR-451
expression in endometrial tissue impairs the ability
of this tissue to establish ectopically. These authors
also found elevated expression levels of miR-451 and
diminished of MIF in ectopic endometriotic lesions
(mainly peritoneal lesions) when compared with
matched eutopic tissue. In addition, in vitro luciferase
assays corroborated MIF as a target of miR-451 and
forced expression of miR-451 reduced MIF and cell
survival. Consequently, the aforementioned authors
hypothesized that miR-451 over-expresses in ectopic
lesions in an attempt to curtail endometriotic lesion/cell
survival®,

MIRNAS IN ENDOMETRIOSIS

Abnormal miRNA expression has been described in
different gynecological pathologies, including mali-
gnancies’*”, bening conditions as leiomyoma®®”,
adenomyosis®®, and endometriosis******, Among
gynecological tumors, ovarian cancer represents the
second most prevalent and the most lethal malignancy
in developed countries™ ! what could be explained
by the difficulty of its diagnosis at early stages and the
lack of effective treatments™®. Recently reviewed by
Davidson et a*”!, miRNAs could be an invaluable tool to
overcome the above mentioned limitations, regarding
their potential role in diagnosis and progression of
ovarian carcinoma as well as prediction of response to
chemotherapy. For instance, miRNAs of the miR-200
family, the miR-199/14 cluster and the let-7 paralogs
have emerged as potential therapeutic targets in
ovarian cancer®!, In addition, Lee et a/*® found that
higher expression of miR-181d, miR-30c, miR-30d, and
miR-30e-3p was associated with significantly better
disease-free or overall survival in this condition. These
both miR-30 and miR-200 families have also been
associated with endometrial cancer, the most frequent
gynecological malignancy™®*. In a recent work, Kong
et al*' reported miR-30c to be a tumor suppressor via
the miR-30c-MTA-1 signaling pathway, with a decreased
expression of this miRNA in tumor cells.

Regarding endometriosis, miRNA expression patterns
of eutopic endometrium from control women and pati-
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ents®*®! and ectopic lesions from patients have also
been described!****!!, Although endometriosis is a
benign condition, it shares common mechanisms with
tumors (e.g., tissue invasion, inflammation, reduced
apoptosis and aberrant angiogenesis)®!. In this
context, the relationship between endometriosis and
ovarian cancer, specially endometrioid and clear cell
ovarian carcinoma, has been long reviewed®®, but
recent literature on this issue points that existing data is
not enough to establish a doubtless causality™.

Among the pioneering studies addressing the miRNA
expression patterns in endometrial and endometriotic
tissues was the work published by Burney et af*”. Four
endometrial samples from women with endometriosis
and three from endometriosis-free women in the early
secretore phase of the menstrual cycle were asse-
ssed for miRNA expression by means of microarray
analysis. After real time quantitative polymerase chain
reaction (qRT-PCR) validation, the authors reported
a downregulation of four miRNAs (miR-34c-5p, miR-
34b*, miR-9 and miR-9*) belonging to two miRNA
families (miR-34 and miR-9, respectively) in the eutopic
endometrium of women with endometriosis compared
to endometrium from control women. Notably, mem-
bers of the miR-34 family mediate the p53-dependent
suppression of proliferation®!

Furthermore, Laudanski et a/®® conducted a study
enrolling 25 endometriosis-free women and 21 pa-
tients with ovarian endometriosis in the proliferative
phase in which the expression of 667 human miRNAs
was examined. Validation of array results led to the
corroboration that miR-483-5p, a regulator of IGF2,
and miR-629-3p, involved in inflammation, were down-
regulated in the eutopic endometrium of patients in
comparison to controls. The authors pointed to the idea
that dysregulation of these genes could contribute to
the overgrowth of endometrial tissue outside the uterus.

Human endometrium is a unique tissue that under-
goes complex molecular, cellular, and functional changes
on a cydlic basis under ovarian hormone regulation®”®,
These changes are essential for uterine receptivity and
can be grouped in three distinct phases: Proliferative,
secretory and menstrual”™., Thus, some authors hypo-
thesized that miRNA expression could vary across
the menstrual cycle*”?. For instance, Kuokkanen et
al”? showed that miRNA expression profiles of human
endometrial epithelium were under hormonal regulation
and, therefore, varied across the physiological phases
of the menstrual cycle. Particularly, miRNAs targeting
several cell cycle regulators were over-expressed in the
midsecretory phase. Conversely, others have identified
no effect on menstrual cycle phase on endometrial
miRNA expression™**!, These discrepancies could be
explained by the cell-type specificity in the response to
sex steroid hormones of the human endometrium®?
and the different type of cellular populations studied in
each study.

Filigheddu et al®! described a set of miRNAs dif-
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ferentially expressed in ovarian endometriomas in
comparison to paired eutopic endometrium. By means
of microarray technology, 84 significant differently
expressed miRNAs were identified. In addition, the use
of bioinformatic tools allowed researchers to identify the
predicted targets of these dysregulated miRNAs, as well
as the molecular networks and the biological function
they affected. Interestingly, one of the most significantly
up-regulated miRNAs was found to be miR-202-3p.
In a recent report™, our research group corroborated
these results, with a 200-fold over-expression of miR-
202-3p in ovarian endometriomas in comparison to
paired eutopic endometrium. With regards to miR-
202-3p, it has been reported” that this miRNA
targets the glioma-associated oncogene homolog 1
(GLI1) transcription factor, a strong positive activator
of downstream target genes involved in proliferation,
migration, invasion and angiogenesis, such as BCL-2,
CD24, metalloproteinase-2 (MMP-2) and MMP-9"4, GLI1
also regulates the transcription of vascular endothelial
growth factor A (VEGF-A), which has been postulated
as the main regulator of angiogenesis”*””), Thus, the
over-expression of BCL-2 in the eutopic endometrium of
patients with endometriosis™®” could be a consequence
of the GLI1 regulation by miR-202-3p.

Using a Next Generation Sequencing approach,
Hawkins et a/’® found 10 miRNAs up-regulated
(miR-100, -193a-3p, -193a-5p, -202, -29c¢, -485-3p,
-509-3-5p, -574-3p, -708) and 12 miRNAs down-
regulated (miR-10a, -34c-5p, -141, -200b, -200c,
-200a, -203, -375, -429, -449b, -504, -873) in ovarian
endometriomas in comparison to control endometrium,
suggesting that miRNAs could also play a significant role
in these ovarian lesions. Interestingly, one of the most
dysregulated miRNAs in ovarian endometrioma was
miR-29c¢, in agreement with our own data®.

Different miRNA profiles have been described in
peritoneal lesions compared to paired eutopic endo-
metrial tissues™. Through miRNA microarray analyses
and in silico studies, the authors identified 22 differently
expressed miRNAs that putatively regulated the
expression of 673 differently expressed mRNA targets.
Of them, 14 were up-regulated in peritoneal lesions
(miR-1, -29¢, -99a, -99b, -100, -125b, -125a, -126,
-143, -145, -150, -194, -223, -365) and 8 were down-
regulated (miR-20a, -34c, -142-3p, -141, -196b, -200a,
-200b, -424) compared to paired eutopic endometrial
tissue. Interestingly, the mRNAs targets of these
miRNAs had been previously related to endometriosis-
associated molecular pathways, including cell death, cell
proliferation and angiogenesis™".

More recently, Saare et al’®' identified five over-
expressed miRNAs (miR-34c, -449a, -200a, -200b,
-141) in peritoneal endometriotic lesions in comparison
to eutopic endometria using a high-throughput miRNA
sequencing approach. This set of miRNAs allowed the
discrimination of peritoneal lesions from the healthy
surrounding tissue. Finally, they concluded providing
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a note for caution when evaluating peritoneal lesions,
due that analyses carried out in biopsies also containing
healthy surrounding tissues could mask aberrant miRNA
expression intrinsic of peritoneal endometriotic tissues.

Although efforts have been made in the identifica-
tion of the role of miRNAs in the pathogenesis of endo-
metriosis, we are aware that future research will provide
new regulatory functions for known miRNAs and that
new identified miRNAs will expand our knowledge of this
condition. Hence, several authors are focusing on the
discovery of new miRNAs associated with human female
reproductive tract disorders. For instance, Creighton et
al®™ performed a next generation sequencing of over
100 tissues or cell lines derived from human female
reproductive organs in both healthy and pathological
states. As a result, 7 confirmed and 51 highly confident
predicted novel miRNAs were identified.

Even though the involvement of miRNAs in the
pathophysiology of endometriosis requires further investi-
gation, nowadays these small non-coding molecules
are considered as putative biomarkers for an early
non-invasive diagnosis of the disease, which could
suppose a valuable benefit to the patients in terms of
improvement of prognosis and reduction of the ratio of
recurrence, as recently demonstrated in other miRNA

regulated diseases™ ®*,

ANGIOGENESIS-RELATED MIRNAS IN
ENDOMETRIOSIS

The involvement of angiogenesis in the physiopathology
of endometrisis has been long discussed, as the
endometrial tissue migrated to the peritoneum requires
a blood supply in order to survive, proliferate, invade
the extracellular matrix and establish the endometriotic
lesion®. VEGF represents one of the most potent
angiogenic factors. Several studies have reported
an increase in VEGF-A levels in endometriosis and it
has been suggested that VEGF-A plays an important
role in the progression of the disease®®"®. Regarding
angiogenesis inhibitors, alterations of thrombospondin-1
(TSP-1) expression has been reported to be involved in
endometriosis, in which vascularisation is mandatory for
the survival of migrated tissues'®.,

In previous publications, our research group has
found and up-regulation of the expression of angiogenic
and proteolytic factors in endometrial tissue from
patients with endometriosis®**! and we have suggested
that this increase might contribute to the invasive
potential of endometrial cells.

The miRNA regulation of angiogenesis has been
long reported in several pathologies, including endo-
metriosis'*****. The miR-17-92 cluster, also known
as oncomir-1, encodes six mature miRNAs (miR-17,
miR-18a, miR-19a, MiR-19b, miR-20a and miR-92a)®”
and has been reported to play an important role in the
tumor neovascularisation®”’, Two miRNAs encoded in
this cluster, miR-17-5p and miR-20a, have been found
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to be down-regulated in ovarian endometriotic cysts in
comparison to eutopic endometrium*!, As miR-17-
5p targets TSP-1, a decrease of the miR-17-5p levels
in ovarian cysts could repress the down-regulation
of TSP-1 expression and provide an explanation for
the clinically observed low invasion grade of these
endometriotic lesions to the surrounding ovarian tissue.

Extracellular matrix remodelling is a crucial process
in the regulation of angiogenesis®™ and plays a critically
important role in the establishment of the endometriotic
lesion™®, mRNA levels of key components of the metallo-
proteinase systems have been reportedly observed
to be deregulated in eutopic and ectopic endometria
of patients with endometiosis®*****” In a recently
published paper®, we observed that miR-29¢c-3p was
up-regulated in several endometriosis tissues (ovarian
endometrioma, peritoneal lesions and rectovaginal
nodule). Provided that miR-29¢c-3p regulates different
genes of the extracellular matrix, our results are in
agreement with previously published studies!**”®
accounting for the coordinated role of several miRNAs in
the remodelling process necessary for the implantation
of migrated endometria in ectopic locations and the
establishment of endometriotic lesions.

Taking into consideration the importance of angio-
genesis in the pathophisiology of endometriosis, several
therapies targeting VEGF as blockers or inhibitors
have been proposed aiming to decrease the number
of lesions, inhibit growth and reduce vascular density.
In this context, soluble truncated VEGF receptors
(FIt-1), antibodies to human VEGF and bevacizumab®,
among others, have been tested in murine models of
endometriosis. Although results from these studies are
promising, it should be taken into account that the use
of an animal model that neither menstruate nor develop
spontaneous endometriosis is a major limitation.
Furthermore, the use of molecules that might block the
expression or mimic functions of angiogenesis-related
miRNAs could represent new therapeutic approaches
in the treatment of endometriosis as recently demon-
strated in other miRNA-regulated diseases®®”.

CLINICAL UTILITY OF MIRNAS AS
BIOMARKERS OF ENDOMETRIOSIS

Despite the fact that endometriosis is one of the
most common benign gynecological diseases, there
is a lack of non-invasive or semi-invasive diagnostic
test that overcomes the need for the current sur-
gical diagnosis®®*®”1, Laparoscopy with histological
confirmation, the gold standard for diagnosis, is a mini-
mally invasive procedure. However, patients usually
undergo general anesthesia and a certain degree of
expertise from clinicians is necessary and it is a costly
procedure. Additional concerns are related to the
delay in the diagnosis of the disease, which has been
estimated of around 7 years®*°*. This may be due to
multiple reasons including non-specific symptoms of
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the disease (pelvic pain and infertility), which leads to
multiple tests for differential diagnosis'®. As a conse-
quence, patients are diagnosed at advanced stages of
the disease, which impairs the prognosis and increases
the risk of recurrence. For all these reasons, there is a
great interest among researchers to find a non-invasive
or semi-invasive test for the diagnosis of endometriosis
that would ideally diagnose patients in initial steps of
the disease and overcome the need for an invasive
procedure.

Since they were first described to be present in
blood™, circulating miRNAs have become interesting
biomarkers in different conditions!*¢?*?*94%1 The
presence of miRNAs in different biofluids, including
blood™, could be explained by different mechanisms:
(1) passive release of miRNAs from broken cells and
tissues following tissue injury, chronic inflammation, cell
apoptosis or necrosis, or from cells with a short half-life,
such as platelets; (2) active secretion via cell-derived
microvesicles (including exosomes and shedding
vesicles); and (3) active secretion by cells as RNA-
binding-protein conjugated complexes. Mechanisms
(2) and (3) also offer an explanation for their highly
elevated stability in plasma, despite the presence of
elevated amounts of RNAses®”. Although so far the
biological functions of circulating miRNAs remain to
be completely defined, some authors have proposed
a role into cell-to-cell communication for these short
nucleic acids’ ., In any case, it is clear that their
presence in plasma/serum and the distinct advantages
that they offer over other biomarkers (for instance and
unlike mRNAs, miRNAs show high stability in blood,
can be both amplified and detected with high sensitivity
and specificity™™™ and are highly resistant to storage
handling®®”*°*) offers an opportunity to use them as
biomarkers.

In the field of gynecological pathologies, several
authors have explored this possibility™®* %', In ovarian
cancer, miRNA expression profiles have been analyzed
in whole blood and sera from patients, either as free-
circulating miRNAs or encapsulated in exosomes. An
example of the last is the study conducted by Taylor
et al® in serum exosomes from patients with serous
papillary adenocarcinoma of the ovary. Eight miRNAs
(miR-21, -141, -200a, -200b, -200c, -203, -205,
-214) were found to be up-regulated in tumor-derived
exosomes compared with serum from benign ovarian
disease patients. Interestingly, these 8 miRNAs showed
a high correlation between their cellular and exosomal
levels. In another study, published by Resnick and
coworkers!'®, 8 miRNAs were found to be deregulated
(miR-21, miR-29a, miR-92, miR-93 and miR-126
up-regulated and miR-99b, miR-127 and miR-155
down-regulated) in serum obtained from 19 patients
with epithelial ovarian carcinoma (serous, clear cell,
endometrioid and mucinous) in comparison to miRNAs
analysed in sera from 11 controls. Interestingly, three
out of the five up-regulated miRNAs (miR-21, miR-92
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Table 1 Current studies assessing the clinical utility of circulating miRNAs as biomarkers of endometriosis

Sample Anticoagulant Main results Participants (patients/controls) Ref.
Serum | let-7b and miR-135" n=24/n=24" [102]
let-7d and let-7f showed a tendency towards down-regulation®
Plasma EDTA | miR-17-5p, miR-20a and miR-22 n=23/n=23 [103]
Serum - T miR-122 and miR-199a n=60/n=25 [106]
| miR-9*%, miR-141*, miR-145* and miR-542-3p"
Plasma EDTA | miR-200a-3p, miR-200b-3p and miR-141-3p° n=61/n=65 [110]

Down-regulated (]) and (1) up-regulated miRNAs in samples from patients in comparison to control women. “Combination of miRNAs in bold yielded the

best diagnostic value; "Control group presented dermoid cysts (i = 10), serours cystadenoma (1 = 5), mucinous cystadenoma (1 = 3), simple ovarian cysts (1 = 3)

and paratubal cysts (1 = 1); “Control group presented uterine leiomyoma (1 = 14), mature teratoma (1 = 4), simple cysts (1 = 3) and unexplained infertility (n

= 2); *Main diagnosis: Infertility due to tubal factors; “Thirty-five endometriosis-free women with primary (1 = 10) or secondary (1 = 15) infertility, suspicion

of endometriosis (1 = 5), polycystic ovaries (1 = 3) and pelvic pain (1 = 2) and 30 self-reported healthy women. EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid.

and miR-93) were overexpressed in 3 patients with
normal CA-125 levels. This finding could be explained
by the high sensitivity and accurancy of the RT-PCR
quantification, suggesting that miRNAs could provide
an advantage as biomarkers in terms of sensitivity in
comparison to those in current clinical use.

Hausler et al''® analysed the miRNA expression
profile in whole blood from 24 patients with epithelial
carcinoma (mainly serous histotype) and from 15
healthy donors. As a result, the expression of miR-
30c1* was found to be up-regulated and the expression
of miR-181a*, miR-342-3p and miR-450b-5p down-
regulated in patients in comparison to controls, enabling
a discrimination between populations.

Regarding endometriosis, an interesting recent
review from Fassbender et a** pointed to the possibility
of developing a semi-invasive test for endometriosis
from PF obtained via transvaginal ultrasound-guided
aspiration. Although this is an interesting approach,
current research is mainly focused on developing
serum/plasma biomarkers as a noninvasive diagnotic
tool. Jia et al®™! explored this possibility, conduct a
study that enrolled 23 women with histologically proven
endometriosis and 23 endometriosis-free controls.
RNA from plasma was extracted to perform a miRNA
microarray profiling. Three out of the six miRNAs selected
for gRT-PCR (miR-17-5p, miR-20a and miR-22) were
proven to be significantly down-regulated in patients and
useful to discriminate women with endometriosis from
patients. Wang et al*'®® performed a circulating miRNA
profiling with a different approach. For miRNA profiling,
2 pools of sera from 10 endometriosis patients and 10
control women, respectively, were prepared. Results
from array were validated by gqRT-PCR in sera from 60
patients and 25 control women, finding that miR-199a
and miR-122 levels were up-regulated and miR-145%*,
miR-141*, miR-542-3p and miR-9* down-regulated in
samples from patients in comparison to control women
and could therefore serve as biomarkers of the disease.
In a very recent study, Cho et al'® quantified the levels
of miR-135a,b and let-7a-f in sera of 24 endometriosis
patients and 24 disease-free women. The selection of
these miRNAs was based on their previous association
with endometriosis™”**!, Employing a logistic regression
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approach, researchers found that a combination
of let-7b, let-7d and let-7f during the proliferative
phase yielded the highest area under the curve value
in discriminating patients with endometriosis from
control women. Of note, several miRNAs were found
to be differently expressed depending on the phase of
the menstrual cycle in patients but not in controls, in
agreement with previous reports!®?, Finally, Rekker
et al"™® performed the last published study regarding
circulating miRNAs as biomarkers of endometriosis.
Based on previous literature, authors selected 3 miRNAs
from the miR-200 family (miR-200a-3p, miR-200b-
3p and miR-141-3p) whose expression was assessed
in plasma samples from 61 patients and 65 control
women. The expression of all 3 miRNAs was down-
regulated in patients and miR-200a-3p and miR-141-3p
showed the highest potential as noninvasive biomarkers
for this benign condition. Remarkably, authors also
analyzed variations of the levels of the three miRNAs
of interest with time of sampling (morning/evening)
finding lower levels in evening samples, perhaps due
to circadian fluctuations in their expression. This is an
interesting approach and points to the time of sampling
as an important factor to be taken into account when
performing circulating miRNAs studies. All these studies
on the role of circulating miRNAs as biomarkers of
endometriosis are summarized in Table 1.

Importantly, it should be noted that the circulating
miIRNA pool is not a mirror of tissue miRNAs content®**!1
and that changes in tissue miRNA will not be reflected
in the same extent in the circulating miRNA profile!*®!,
Therefore, the aforementioned differences in endometrial
miRNA expression profiles found in endometriosis
should be considered in the context of a semi-invasive
diagnosis of endometriosis by means of endometrial
biopsy, because of the low probability of finding such
differences in serum or plasma from the same patients.

CONCLUSION

MiRNAs, one of the epigenetic players, are small
non-coding RNAs that can act as post-transcriptional
regulators of gene expression reducing the expression
of their target mMRNA. The involvement of miRNAs in
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different pathological conditions has been well esta-
blished and miRNA expression profiles have been
performed in biopsies from different conditions, inclu-
ding gynaecological pathologies as endometriosis.
Despite being a benign gynaecological pathology, endo-
metriosis deeply impairs the quality of life of affected
women in terms of pain and infertility. The prevalence of
endometriosis in reproductive-age women is estimated
around 1 out of 10 and raises to 5 out of 10 in patients
experiencing both pain and infertility. Research end-
eavours are being conducted in order to find a non-
invasive or semi-invasive biomarker of the disease
that ideally diagnosis the disease at initial stages and
overcomes the need for the current laparoscopy gold
standard diagnosis. In this area, circulating miRNAs
have emerged as attractive molecules to be considered
as biomarkers. Up to date, only few studies have been
performed in order to obtain a circulating miRNA-based
diagnostic tool. However, differences in experimental
design among them make it difficult to compare results.
From our point of view, there is a need for standardi-
zation of clinical data annotation, sample collection
and handling among research projects that takes
into account several aspects: (1) surgical and non-
surgical data; (2) type of sample (serum/plasma) and
processing protocols. In the case of plasma, the choice
of anticoagulant is not a minor feature in experimental
design and must be carefully addressed; (3) time of
sampling is also an important factor and a decision
has to be made between morning fasting samples
or evening samples, as demonstrated by Rekker et
al"*: and (4) number of participants in circulating
miRNAs as biomarkers of endometriosis studies is
scarce and usually control population is heterogeneous,
including self-reported endometriosis-free women,
patients with different benign gynaecological conditions
and infertile women due to tubal factors. For all these
reasons, we encourage researchers in the field to
follow recommendations from the World Endometriosis
Research Foundation!**** in order to solve the observed
heterogeneity in experimental designs and improve
reproducibility between studies. In addition, validation of
experimental algorithms in different cohorts is needed
so as to improve quality of research and reach the
ultimate goal, benefit patients with an earlier diagnose
of endometriosis and avoiding unnecessary assisted
reproductive techniques in those women whose fertility
is not affected by the disease. To achieve this ambitious
objective, we do encourage researchers to collaborate
and synergistically add efforts to be able to recruit larger
cohorts of patients and endometriosis-free women
for circulating miRNAs studies, adopt standardized
protocols and improve research outcomes.
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ABSTRACT

miRNAs function as important regulators of a wide range of cellular processes, such as angiogenesis and
fibrinolysis, by postranscriptional modulation of gene expression. We present a review on the role of miRNAs
and angiogenesis in endometriosis.

Endometriosis, defined as the implantation of endometrial tissue outside the uterine cavity, is one of the
most frequent benign gynecological diseases and it has important consequences on the quality of life and fer-
tility of patients. Similarly to tumor metastasis, the ectopic endometrium acquires the capability to adhere,
proliferate and infiltrate the extracellular matrix. Endometriosis is a multifactorial and polygenic disease in
which angiogenesis and proteolysis may be involved, and emerging data provide evidence that a dysregu-
lation of miRNA expression may be implicated in these processes. The detection of circulating miRNAs in
plasma and other body fluids and their relative stability has raised the possibility that they might serve as
non-invasive biomarkers for the diagnosis of the disease. On the other hand, the development of therapies
that might block the expression or mimic the functions of miRNAs could represent new therapeutic strategies

for the treatment of endometriosis.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

microRNAs

microRNAs (miRNAs) are small 21-22 nucleotide non-coding
RNAs that regulate gene expression and play a key role in a wide
range of biological processes. These small molecules bind to the
3" untranslated regions (3'-UTR) of their target mRNAs, mediating
translational repression and/or mRNA degradation [1,2].

Although miRNAs were first discovered in 1993, it has been more
recently when research endeavors have suggested and reinforced
their role as important regulators of gene expression in most
cellular processes and a broad spectrum of diseases [3,4].

Several conditions of miRNAs provide them the capability to act
as ideal biomarkers to assess the presence or prognosis of several
gynecological diseases. miRNAs lack of known post-processing
modifications, have low complexity and are present at diverse
body fluids [5]. miRNAs can be analyzed not only in biological
fluids (plasma, serum, peritoneal fluid, etc) but also in fresh frozen
tissues and in formalin-fixed paraffin-embedded tissues due to their
stability in adverse conditions.

Abnormal miRNA expression profiles are associated with several
human diseases, including cancer, cardiovascular disorders and
benign or malignant disorders of the human female reproductive

* Corresponding author: Juan Gilabert-Estellés, Hospital General Universitario, Av.
Tres Cruces 2, 46014 Valencia, Spain.
E-mail address: juangilaeste@yahoo.es (J. Gilabert-Estellés).
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tract [4,6-8]. The altered miRNA expression pattern in women
with endometriosis may promote ovarian cancer development by
enhancing or inactivating different oncogenic and tumor suppressor
target genes [9]. Thus, this miRNA dysregulation could give the
rationale for the observed two-fold increased risk for ovarian cancer
reported in this population [10,11]. Therefore, unraveling the role of
miRNAs in gynecological diseases, such as ovarian and endometrial
cancer, might provide important tools to ascertain the potential of
malignant transformation in endometriosis.

microRNAs and angiogenesis in endometriosis

Endometriosis is defined by the presence of endometrial glands
and stroma outside the uterine cavity affecting up to half of the
patients with pain and infertility and resulting in important im-
pairment of their quality of life. To establish the endometriotic
lesion, the ectopic endometrium has to survive outside the uterus,
avoid the immunity mechanisms and, mimicking tumor metastases,
attach to the peritoneum or other locations, infiltrate the extra-
cellular matrix and create a vessel network through activation of
angiogenesis [12]. Endometriosis includes a wide range of lesions
at different locations and three different entities can be differen-
tiated: endometriotic implants on the surface of the peritoneum
(peritoneal endometriosis), ovarian cysts lined by endometrioid
glands (ovarian endometriomas), and fibrotic masses comprising
endometriotic, adipose and fibromuscular tissues, usually located
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between the rectum and the vagina (rectovaginal endometriotic
nodule). Moreover, peritoneal implants can be divided in active or
red lesions (highly vascularized) and inactive or black lesions (more
fibrotic). Although it remains uncertain whether these three types
are variants of the same pathologic process or caused by different
mechanisms [13], anyhow it seems clear, that their specific clin-
ical features warrant an individualized analysis of their biological
behavior.

Endometriosis is a benign disease that behaves in several aspects
such as cancer. For instance, endometriotic tissue metastasizes
outside the uterine cavity and infiltrates the surrounding tissue
progressing along the time if no therapy is adopted. This disease
is classified as a tumor-like entity by the World Health Organi-
zation Histologic Classification of Ovarian Tumors [14]. In 1925,
Sampson was the first to report a case of a suspected malignant
transformation in endometriosis [15]. Since then, several stud-
ies have focused on the relationship between endometriosis and
gynecological cancers, especially ovarian cancer [16].

Endometriosis has been described as a multifactorial and poly-
genic disease and emerging data provide evidence that dysregula-
tion of miRNA expression may be involved [17-23]. miRNAs appear
to be potent regulators of gene expression in endometriosis, raising
the prospect of using miRNAs as biomarkers and therapeutic tools
of the disease [24].

It has been reported that angiogenesis may play an impor-
tant role in the pathogenesis of endometriosis. Similarly to tumor
metastases, endometriotic implants require neovascularization to
proliferate, invade the extracellular matrix and establish an en-
dometriotic lesion [12]. Vascular endothelial growth factor (VEGF)
represents one of the most potent angiogenic factors. Several stud-
ies have reported an increase in VEGF-A levels in endometriosis
and it has been suggested that VEGF plays an important role in the
progression of the disease [8,19]. Thrombospondin-1 (TSP-1) is an
inhibitor of angiogenesis and it has been reported that alterations
in TSP-1 expression may be involved in many pathologies of the re-
productive tract, including endometriosis, in which vessel formation
occurs [8].

We have previously reported an increase in the expression of
angiogenic and proteolytic factors in endometrial tissue from pa-
tients with endometriosis [17-20] and we have suggested that this
increase might contribute to the invasive potential of endometrial
cells.

The miRNA expression profiles of eutopic and ectopic en-
dometrium (peritoneal and ovarian endometrioma) from women
with endometriosis have been recently described [24]. Two inde-
pendent studies reported that miR-17-5p and miR-20a, involved
in angiogenesis regulation, are down-regulated in the ovarian en-
dometrioma in comparison to eutopic endometrium [25,26].The
miR-17-92 cluster, also known as oncomir-1, encodes six ma-
ture miRNAs (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a and
miR-92a) [27]. It has been reported that the miR-17-92 cluster
increases tumor neovascularization by down-regulating TSP-1 ex-
pression [28]. Therefore, a decrease in miR-17-5p levels could in
turn post-transcriptionally up-regulate TSP-1 expression. In keeping
with some previously mentioned authors, this mechanism may
reduce the angiogenic activity of the ectopic endometrium in the
ovarian endometrioma, thus helping to explain the low invasiveness
of this tissue and also the frequent clinical finding of a preserved
ovarian tissue surrounding the ovarian endometriotic cyst.

Our group has confirmed these findings in recent studies [8,29]
in which the miRNA expression profiles of eutopic endometrium
from women without endometriosis as well as of paired eutopic and
ovarian endometrioma from patients were obtained. In addition,
we have showed a significant increase in miR-125a, miR-222 and
miR-202-3p levels and a decrease in VEGF-A protein levels in
ovarian endometrioma in comparison to eutopic endometrium.

Furthermore, miR-202-3p expression was significantly lower in
eutopic endometrium samples. It has been reported [30] that
miR-202-3p down-regulates the expression of the proteinglioma-
associated oncogene homolog 1 (GLI1), a transcription factor that, in
turn, regulates the transcription of both Bcl-2 and VEGF-A [30-33].
Accordingly, dysregulation of miR-202-3p could be, at least in part,
responsible for the increased VEGF-A levels in eutopic endometrium
from patients and reduced VEGF-A levels observed in ovarian
endometrioma. On the other hand, the overexpression of Bcl-2
found in the eutopic endometrium of women with endometriosis
[34,35] could be modulated by miR-202-3p by regulating the
expression of the GLI1 transcription factor. These findings suggest
that dysregulation of miRNA during endometriosis might play a
pivotal role establishing endometriotic lesions by affecting different
physiological processes.

Endometriosis is a multifactorial disease in which endometrial
and peritoneal factors could be involved. Peritoneal fluid from
patients with endometriosis is a complex suspension carrying
inflammatory cytokines, growth factors, steroid hormones, proan-
giogenic factors, macrophages, and endometrial and red blood cells.
Several years ago, our group described increased VEGF-A levels in
this body fluid from patients [19,23], which could be correlated with
the stage of the disease. Moreover, results from our group indicate
that the peritoneal fluid from patients reduces the expression of
VEGFA-related miRNAs miR-16, miR-17-5p, miR-20a and miR-125a
in primary stromal cell cultures from affected women. Together
with the parallel increase observed in VEGF-A these findings sug-
gest that peritoneal fluid from patients influences endometriotic cell
survival through the dysregulation of angiogenesis-related miRNAs
[28]. Therefore, the angiogenic potential of both the endometrium
and the peritoneal environment found in endometriosis patients
could promote lesion establishment and survival.

Extracellular matrix proteins remodelling also plays a critically
important role in the establishment of the endometriotic lesion. An
abnormal expression of different components of the metallopro-
teinase systems both in the endometrium and in the endometriotic
tissue of women affected with the disease has been reported [20].
Thus, miR-29c is up-regulated in the endometriotic tissue and its
role targeting different extracellular matrix genes supports a po-
tential role of the miRNAs network in the remodelling process that
leads to implantation of endometrial tissue outside the uterus and
to the formation of early endometriotic lesions [26].

Several therapies targeting VEGF as blockers or inhibitors have
been proposed aiming to decrease the number of lesions, in-
hibit growth and reduce vascular density. In this context, soluble
truncated VEGF receptors (Flt-1), antibodies to human VEGF and be-
vacizumab [36], among others, have been tested in murine models
of endometriosis. Although results from these studies are promising,
it should be taken into account that the use of an animal model
that neither menstruate nor develop spontaneous endometriosis is
a major limitation. Furthermore, the use of molecules that might
block the expression or mimic functions of angiogenesis-related
miRNAs could represent new approaches to guide therapeutic in-
terventions in endometriosis, as recently demonstrated in other
miRNA-regulated diseases [28].

Future perspectives

Despite its high prevalence, endometriosis is associated with
a delayed diagnosis of several years, perhaps because the gold
standard for diagnosis is surgical assessment by laparoscopy or
laparotomy. miRNAs have been proposed as biomarkers for several
diseases including endometriosis, endometrial and ovarian cancer.
In this context, the evaluation of miRNAs in minimally invasive
samples as menstrual blood or plasma could represent a useful
tool for an early diagnosis and an improved management of
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this condition. In addition, miRNAs could be a useful tool for
the treatment of these diseases or they could be implicated in
pharmacological treatment responses. Moreover, the development
of therapies that modulate miRNA expression, either blocking or
mimicking the miRNA activity could represent new therapeutic
strategies for any of the aforementioned gynecological disorders.
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Abstract

Background & Aims: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) appears to be a new risk factor for the development of coro-
nary artery disease (CAD). Members of a class of non-coding RNAs, termed microRNAs (miRNAs), have been identified as
post-transcriptional regulators of cholesterol homoeostasis and can contribute to the development of NAFLD. The aims of
this study were to (i) to assess the relationship between NAFLD and sudden cardiac death (SCD) from severe CAD in forensic
autopsies and (i) to quantify several hepatic miRNAs previously associated with lipid metabolism and NAFLD to correlate
their expression with the presence of NAFLD, CAD, obesity parameters and postmortem lipid profile. Methods: A total of
133 cases of autopsies with SCD and established CAD (patient group, CAD-SCD) and 106 cases of non-CAD sudden death
(control group, non-CAD-SD) were included. miRNAs were quantified in frozen liver tissues. Results: Males predominated
in both groups. Patients more frequently exhibited NAFLD and necroinflammatory steatohepatitis (NASH) than controls
(62% vs 26%, P = 0.001 and 42% vs 26%, P = 0.001 respectively). In both groups, the presence of NAFLD correlated with
body mass index and abdominal circumference (P < 0.05). An increase in miR-34a-5p and a decrease in miR-122-5p and -
29¢-3p in patients with NASH vs controls without NAFLD were observed (P < 0.05). Finally, significant correlations between
miR-122-5p and unfavourable lipid profile and also hs-CRP and miR-34a-5p were noted. Conclusions: CAD is associated
with NAFLD and NASH. The hepatic miRNAs studied appear to be associated with NAFLD severity and may promote CAD
through lipid metabolism alteration and/or promotion of the systemic inflammation.

Keywords
ischaemic heart disease —microRNAs — steatohepatitis — sudden cardiac death

Sudden cardiac death (SCD) is the leading cause of
sudden unexpected non-traumatic deaths in adults
aged <65 years in Western countries, being the first
manifestation of cardiovascular disease in 20-40% of
the cases. Although the incidence of SCD varies in
different series regarding a variable range of ages, it

has been estimated in 0.35-1.28 per 1000 inhabitants
per year (1) and it has become a major public health
problem in industrialized countries. Coronary artery
disease (CAD) is the most prevalent cause of SCD,
being responsible for 60-80% of the cases of
SCD (2).

Abbreviations

AC, abdominal circumference; BMI, body mass index; CAD, coronary artery disease; GGT, y-glutamyl transpeptidase; miRNA, microRNA; NAFLD,
non-alcoholic fatty liver disease; NASH, necroinflammatory steatohepatitis; SCD, sudden cardiac death.
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Non-alcoholic fatty liver disease and coronary artery disease

Key points

e The presence and the severity of non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD) are associated to the pres-
ence of significant coronary stenoses in victims of
sudden cardiac death.

e A deregulation of several hepatic microRNAs
(namely miR-34a-5p, -122-5p and -29¢-3p) has been
observed in association not only to the development
of NAFLD but also to its severity.

* The miR-34a-5p is upregulated also in healthy liv-
ers of patients with coronary stenoses.

* As a speculative connection, our results suggest
that an unfavourable lipid profile and a proinflam-
matory effect could underlie the essentials of the
cross-talk between the liver (with NAFLD) and the
coronary arteries (with significant stenoses).

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a clini-
cal and pathological multifactorial disorder character-
ized by similar histological findings to those observed in
alcoholic hepatitis but in the absence of alcohol intake
in amounts known to cause hepatic damage (less than
20 g/day is commonly accepted) (3). NAFLD ranges
from simple steatosis to necroinflammatory steatohep-
atitis (NASH) with different degrees of severity and
fibrosis. Although NAFLD represents the most common
cause of liver disease in the Western world being its
prevalence 13-30% in the general population (4, 5), the
estimated prevalence of NASH is only 2-3% in the gen-
eral population (6) and 37% in the morbidly obese
patients (7).

The association between NAFLD and obesity, type 2
diabetes mellitus and/or dyslipidaemias is being increas-
ingly recognized supporting the new concept that
NAFLD could be regarded as a true new component of
the metabolic syndrome or even an active factor
involved in its pathogenesis (8—10). The increased car-
diovascular risk observed in NAFLD patients has sug-
gested a predisposition to atherosclerosis although it is
still a matter of debate whether this link is dependent or
independent from other features of the metabolic syn-
drome (10). The possible mechanisms linking NAFLD
and CAD include inflammation and oxidative
stress pathways, hyperlipidaemia and insulin resistance
(8-11).

Besides the classical factors involved in cholesterol
metabolism, microRNAs (miRNAs) have been identified
as important post-transcriptional regulators of choles-
terol homoeostasis (12). miRNAs are small (21-22
nucleotides) non-coding RNAs that regulate gene
expression and play fundamental regulatory roles in
many pathophysiological processes (13). These small
molecules bind to target mRNAs, mediating transla-
tional repression and/or mRNA degradation (13-15).
Several studies have identified a specific miRNA expres-
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sion profile associated to NAFLD (16-18) and others
have suggested the diagnostic potential of miRNAs in
CAD (19, 20).

Pathological information derived from postmortem
studies constitutes a key source of knowledge to
understand many disease conditions. According to the
legislation, a forensic autopsy is required in all clear
or suspected violent deaths, including sudden and
unexpected deaths in non-hospitalized children and
young adults. Forensic-based studies could provide
relevant data to develop cardiovascular prevention
strategies. Only few reports on autopsy series have
corroborated that ischaemic heart disease is the most
common cause of death among autopsies of patients
with NAFLD (21, 22) and none has simultaneously
analysed the potential role of miRNAs in this sce-
nario. The aim of this study has been not only to
assess the relationship between NAFLD and severe
CAD in forensic autopsies in a county of Spain, but
also to correlate the level of certain hepatic miRNAs
with the presence of NAFLD, CAD, obesity and dys-
lipidaemia.

Material and methods
Ethics statement

This study was approved by the Ethical Committee from
the Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia,
Spain (#2013/0113).

Clinical Groups

A total of 133 consecutive cases of SCD associated with
significant CAD (CAD-SCD, patient group) and 106
consecutive cases of non-CAD unexpected sudden
deaths (non-CAD-SD, control group) were prospec-
tively included from 2008 to 2014 following a broad
protocol created to offer a multidisciplinary approach
of SCD occurring under 55-year old. Autopsies were
performed at the Institute of Legal Medicine of Valen-
cia, Spain. Sudden death was defined as a natural death
either (i) witnessed and occurring within 1 hour from
the onset of symptoms in an apparently healthy subject
or whose disease was not so severe as to predict such
an abrupt outcome or (ii) unwitnessed when the
deceased was known to be in good health 24 h before
death (1, 23). CAD-SCD (patient group) was defined
by at least one of the following: an atheromatous cross-
sectional area reduction of >75% in at least one epicar-
dial coronary artery, a complicated plaque (ruptured or
eroded with or without thrombosis) and the presence
of acute or healed myocardial infarction. Non-CAD-SD
(control group) comprised 43 cases of SCD with
structurally normal heart, 21 familial cardiomy-
opathies (hypertrophic, arrhythmogenic and dilated
cardiomyopathies), 6 pulmonary thromboembolisms, 5
aortic dissections, 4 valvulopathies, 3 myocarditis, 2
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channelopathies, 1 coronary dissection and 1 Wolf—
Parkinson—White syndrome and 20 non cardiac causes
including brain haemorrhages and thoracic trauma-
tisms. Forensic investigation included compilation of
circumstances of death and premortem clinical infor-
mation, routine autopsy with body mass index (BMI),
abdominal circumference (AC), routine toxicological
analyses and macro and microscopic examination of
the major organs. Brunt histological scoring system
semiquantively assessed the presence of steatosis,
inflammation and hepatocytic injury to grade NASH
severity (grade 1 mild, grade 2 moderate and grade 3
severe) (24). The cause of death was established based
on the correlation of clinical and pathological reports
following current recommendation and guidelines (1).
BMI was calculated from weight in kilograms divided
by the square of height in meters. This study protocol
conforms to the ethical guidelines of the 1975 Declara-
tion of Helsinki and was approved by our institution’s
human research committee. No written informed con-
sent was required given the fact that all the participants
were dead at the time of the recruitment and that all
the biological samples analysed had been obtained
within the protocol of the legal autopsy that they all
underwent following the Spanish Laws concerning sud-
den deaths.

Analytical parameters

Analytical parameters were analysed in peripheral blood
whenever it was available at the postmortem examina-
tion. Total cholesterol (T-Ch), triglycerides and GGT
were determined by enzymatic methods and HDL-cho-
lesterol (HDL-Ch) with direct methods (Architect
16000; Abbott Diagnostic, Lake Forest, IL, USA). When
triglycerides were <400 mg/dl LDL-cholesterol (LDL-
Ch) was calculated with Friedewald’s formula. VLDL-
cholesterol (VLDL-Ch) was obtained from triglycerides/
5. Lipoprotein(a) and apolipoprotein A and B and were
all measured using kinetic nephelometry (Immage
Nephelometer®; Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA).
High-sensitivity C reactive protein level (hs-CRP) was
assessed with turbidimetric methods (Immage Neph-
elometer®; Beckman Coulter Inc.).

RNA extraction and quality determination

Liver tissues were rinsed in cold PBS and stored in RNA
later (Ambion) at —80°C until their processing. Liver
samples from 68 patients and 27 controls were included
in the miRNA study. The mirVana-Paris miRNA isola-
tion kit (Ambion, Austin, TX, USA) was used to extract
the total RNA. The RNA concentration and purity were
determined using a NanoDrop ND-1000 spectropho-
tometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) in
all the samples. Following manufacturer’s specifications,
only samples with A260/A280 ratio of ~2.0 and A260/
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230 ratio in the range 1.9-2.2 were considered for inclu-
sion in this study.

Quantification of selected mature miRNAs by quantitative
real-time RT-PCR

On the basis of the literature supporting the associa-
tion of miRNAs with NAFLD, we selected six
miRNAs to be evaluated in our cohort of samples: miR-
122-5p (MIMAT0000421), -33a-5p (MIMATO0000091),
-34a-5p (MIMAT0000255), -21-5p (MIMAT0000076), -
29¢-3p (MIMAT0000681) and -106b-5p (MIMATO0000-
680). The miR-27a-3p (MIMAT0000084), but not the
small nucleolar RNA RNU6B, served as an endogenous
control since RNU6B did not present stable levels in our
samples. Instead, the miR-27a-3p was tested and vali-
dated as an endogenous control.

Quantification was performed by miRCURY LNA™
Universal RT microRNA PCR (Exiqon, Vedbaek, Den-
mark). This method is based on a universal RT followed
by a real-time PCR amplification with LNA™ enhanced
primers. The protocol was performed as outlined in the
instruction manual, employing a LightCycler 480 instru-
ment II (Roche, Applied Science, Penzberg, Germany).

Statistical analysis

Adequate variable measures of central tendency and dis-
persion were used and chi-square, odds ratio, Student’s
t-test and ANova (with Bonferroni correction) were cal-
culated to assess associations of dichotomic and contin-
uous variables. Pearson’s test was used for correlation
assessments. In the analyses, spss 12.0 software (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA) was used. Multivariate analyses
were performed including in the model the epidemio-
logical variables with statistically significant differences
in the univariate, namely age, sex, BMI and AC.

miRNA data quantified by real-time qRT-PCR are
presented as fold changes with respect to the reference
subgroup (the controls without NAFLD). Values are
expressed as mean =+ standard error of the mean (SEM).

Results

Clinical and forensic data from our 239 cases are shown
in Table 1. Patients were significantly older than con-
trols (45 £ 8 vs 37 £ 10, P < 0.001). In both groups, a
male predominance was observed (88% in patients
and 73% in controls). BMI (27.1 4+ 4.3 kg/m® vs
25.7 £ 4.7 kg/mz, P <0.05) and AC (95.2 4+ 13.1 cm
vs 90.0 £ 15.1 cm, P < 0.01) were again higher in the
patient than in the control group. Among the analytical
parameters, CAD-SCD patients exhibited increased
levels of T-Ch (204 4+ 62 mg/dl vs 175 £ 56 mg/dl,
P < 0.05), T-Ch/HDL-Ch ratio (5.9 + 2.3 vs 4.5 + 1.3,
P <0.01) and LDL-Ch/HDL-Ch ratio (3.4 £ 1.4 vs
2.4 £ 1.4, P <0.05) (Table 1).
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Table 1. Anthropometric, lipid and other analytic parameters in patients (CAD-SCD group) vs controls (non-CAD-SD group)

Total Groups CAD-SCD group (N = 133) Non-CAD-SD group (N = 106) P
Age (years) 45 + 8 37 +£10 <0.001
Male/female 11716 77/29 0.004
BMI (kg/m?) 27.1 + 43 257 + 4.7 0.027
AC (cm) 95.2 £+ 13.1 90.0 + 15.1 0.009
(N = 66) (N = 35) P
T-Ch (mg/dl) 204 + 62 175 £ 56 0.041
HDL-Ch (mg/dl) 37 £ 12 40 +£ 14 0.273
LDL-Ch (mg/dl) 120 + 52 90 + 49 0.061
VLDL-Ch (mg/dl) 88 + 42 72 £ 21 0.073
Triglycerides (mg/dl) 433 + 214 359 + 107 0.107
T-Ch/HDL-Ch ratio 59+23 45+ 13 0.007
LDL-Ch/HDL-Ch ratio 34+ 14 24+ 14 0.032
ApoA1/ApoB ratio 1.1 + 0.31 1.3 £0.52 0.058
Lipoprotein (a) (mg/dl) 37.9 + 31.1(0-124) 41.1 4+ 73.4 (2-344) 0.158
hs- CRP (mg/dl) 9.8 £ 19.0 5.6+ 19.9 0.381
GGT (IU/1) 59 + 35 50 £+ 35 0.305

BMI, body mass index; AC, abdominal circumference; T-Ch, total cholesterol; HDL-CH, High-density lipoprotein cholesterol; LDL-Ch, low-density
lipoprotein cholesterol; VLDL-Ch, very-low-density lipoprotein cholesterol; hs-CRP, high-sensitivity C reactive protein; GGT, y-glutamyl transpepti-

dase.

Prevalence of NAFLD

The presence of NAFLD was associated with CAD in
our study population (62% vs 26%, P < 0.001) with an
odds ratio for CAD-SCD of 4.62 (95% CI 2.65-8.07)
(Table 2). Furthermore, when grading the presence of
NAFLD into absence, steatosis and NASH, a higher per-
centage of CAD-SCD individuals was observed in the
two latter (and more unfavourable) groups among
patients in comparison to controls with increasing odds
ratios attending to the severity of the NASH in the uni-
variate and also in the multivariate analyses (Table 2).

Expression of hepatic miRNAs measured in liver of a
subgroup of patients and controls

The selected six miRNAs (miR-122-5p, -33a-5p, -34a-
5p, -21-5p, -29¢-3p, -106b-5p) were quantified only in
68 cases of the patient and 27 cases of the control group
from whom frozen liver samples were available.
Nonetheless, these subcohorts were representative from
the whole series since statistical analyses ruled out
remarkable differences regarding age, sex BMI and AC
(data not shown).

Table 2. Prevalence of NAFLD in patients (CAD-SCD group) vs in controls (non-CAD-SD group)

CAD-SCD group (N = 133)

Non-CAD-SD group (N = 106)

N (frequency) N (frequency) OR (95% Cl) P

Non-NAFLD 50(0.38) 78 (0.74) 1*
NAFLD 83(0.62) 28(0.26) 4.62 (2.65-8.07)1 <0.001
2.63(1.31-5.28)% 0.006
Simple steatosis (yes) 27(0.20) 16 (0.15) 2.63(1.29-5.37)1 0.038
1.92 (0.84-4.43); 0.123
NASH (yes) 56 (0.42) 12(0.11) 7.28 (3.55-14.92)1 <0.001
4.42 (1.67-11.65)f 0.003
NASH 1 4(0.03) 3(0.028) 2.08 (0.45-9.69)f 0.351
1.34(0.16-11.18)% 0.788
NASH 2 37(0.28) 7 (0.065) 8.25(3.41-19.93)f <0.001
4.94(1.61-15.18)% 0.005
NASH 3 15(0.11) 2 (0.018) 11.70 (2.57-53.36)F 0.001
13.43(1.49-121.39)f 0.021

*Reference group.
tUnivariate analysis.

+Multivariate analysis adjusted for age, sex, body mass index and abdominal circumference.
NASH score as previously reported (NASH 1 mild, NASH 2 moderate and NASH 3 severe) (24).
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Patients exhibited higher miR-34a-5p and lower
miR-122-5p levels than controls (P < 0.001 and <0.01,
respectively, Fig. 1A). Furthermore, hepatic miR-34a-5p
was statistically increased in patients even in the absence
of NAFLD (P < 0.01, Fig. 1B).

Expression of hepatic miRNAs according to the severity of
the liver disease

Considering pooled data from CAD-SCD and non-
CAD-SD individuals, the presence of NAFLD was asso-
ciated with altered miRNA levels, namely increased
miR-34a-5p and decreased miR-21-5p, -29¢-3p, -33a-5p
and -122-5p levels (Fig. S1A). However, little impact in
this unusual miRNA expression associated with NAFLD
was observed with respect to the absence/presence of
CAD with the exception of a global increase in miR-
34a-5p levels (relative expression 1.0-1.3 in Fig. 2A vs
1.8-2.1 in Fig. 2C respectively). When the severity of
the liver disease (no NAFLD, steatosis vs NASH) was
analysed a trend towards more deregulated miRNAs in
more affected livers was observed for several miRNAs
(Figs 2B,D and S1B). Moreover, significant direct (for
miR-34a-5p) and inverse (for miR-21-5p, -29¢-3p and -
122-5p) correlations with the severity of the liver disease

Non-alcoholic fatty liver disease and coronary artery disease

were observed, with a significant overlap though
(Fig. 3).

Correlations between miRNA expression and
cardiovascular risk factors

Tables S1, S2 and Fig. S2 show the correlation analy-
ses between miRNAs levels and quantitative continu-
ous risk factors. miR-29¢-3p and miR-122-5p showed
a significant inverse correlation with obesity parame-
ters (BMI and AC) both among controls and among
patients. However, miR-34a-5p did not correlate with
those variables and, instead, it exhibited a direct cor-
relation with age and GGT levels (r = 0.460,
P =0.016 and r = 0.598, P = 0.002, respectively) only
in controls. An unfavourable lipid profile correlated
with several miRNAs being the most interesting find-
ings an inverse correlation between miR-122-5p and
T-Ch in controls (r = —0.458, P = 0.025) and an
inverse correlation between miR-122-5p and LDL-ch/
HDL-ch ratio (r= —0.379, P =0.016) in patients.
Finally, with respect to inflammation, a signifi-
cant direct correlation was noted among patients
between hs-CRP levels and miR-34a-5p (r = 0.492,
P < 0.001).
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Discussion

This study shows for the first time evidence pointing
towards hepatic miRNAs as major actors of the inter-
play between NAFLD and CAD. Specifically in CAD vic-
tims without NAFLD, miRNA-34a-5p is the only one
significantly deregulated, suggesting that it may pro-
mote CAD even before than NAFLD. To our knowledge,
our series is the first one to study the presence of
NAFLD in middle-aged adult CAD-SCD victims in
whom the role of certain miRNAs has also been investi-
gated.

CAD is significantly associated with NAFLD in our
study, particularly with more severe liver damage
(NASH with higher scores). In keeping with us, similar
results have been recently made in clinical series where
the diagnosis of NAFLD was based on blood tests and
ultrasound imaging without histological confirmation
(25-27). NAFLD has also been associated to atheroscle-
rosis in other territories, such as in carotid arteries,
where this association was independent of the presence
of the classical cardiovascular risk factors (28). In line
with most studies (29), we found no differences regard-
ing the prevalence of steatosis among patients and con-

trols in the multivariate analysis of our study, thus
reflecting that simple steatosis without inflammation or
fibrosis is not a marker of CAD. The scarce available
forensic epidemiological data to this respect come from
adult forensic autopsies in Iran and Greece, where
not only NAFLD and NASH associated to CAD in
adults (21, 22) but also to aortic atherosclerosis in chil-
dren (30).

It has been published that several miRNAs regulate
cholesterol homoeostasis and fatty acid metabolism and
are implicated in CAD, NAFLD and NASH (17, 31-34).
Indeed, mice with diet-induced NASH exhibited a char-
acteristic aberrant hepatic miRNAs pattern similar to
our results, namely overexpressed miR-34a, miR-155,
miR-200b and miR-221 and downexpressed miR-29c,
miR-122, miR-192 and miR-203 (35). Herein we report,
for the first time in humans, the correlation of the sever-
ity of NAFLD with high hepatic miR-34a-5p and
low miR-122-5p and -29¢-3p levels (Fig. 3) and,
furthermore, also with the presence of a diseased coro-
nary tree (Fig. 1). We have also observed that some
miRNAs seem to be more implicated in the develop-
ment of NAFLD than of CAD. It is the case of miR-21-
5p, -29¢-3p or -122-5p whose downregulation is inde-
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Fig. 3. Correlations between miRNA expression levels and NAFLD scoring.

pendent of the presence of CAD (Figs 1 and 2). In con-
trast, miR-34a-5p expression seems to be related to
CAD irrespective of the liver status (Figs 1 and 2) and
also to the presence and severity of NAFLD (Fig. 3).
The fact that in CAD patients miR-34a-5p is already
upregulated even though no sign of NAFLD is yet
observed at the histological evaluation suggests that the
hepatic production of this miRNA may precede the
coronary burden. Although the mechanism by which
this and other hepatic miRNAs may exert their action in
the coronary walls remains largely unknown, several
tantalizing hypotheses arise. First, the deregulated
hepatic miRNAs could reach the blood stream and exert
a direct proatherosclerotic effect on the coronary walls.
And second, dyslipidaemia and systemic inflammation
may indirectly mediate their effect in CAD promotion,
provided the deregulated miRNAs influence in the
metabolism of cholesterol and proinflammatory
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citokines before CAD is established. The more relevant
associations to this respect include inverse correlations
between miR-122-5p and total cholesterol in controls
and LDL-Ch/HDL-Ch in patients and also between
miR-34a-5p and hs-CRP in patients (Table S2 and
Fig. S§2). Further studies will be necessary to test these
hypotheses.

It has been described that miR-34a-5p, through the
SIRT1/p53 pathway, correlate with the degree of
NAFLD severity (16) and decreases the phosphorylation
of the 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase
(HMGCoA), so that the active dephosphorylated form
positively influences in the hepatic cholesterol accumu-
lation (16, 36). In our cohort, we have found significant
correlation between hepatic miR-34a-5p levels and age
in the control group, in keeping with previous reports
linking high miR-34a levels with the ageing heart (37).
However, miR-34a-5p levels did not significantly corre-
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late with age among patients, thus suggesting that in
pathological conditions other mechanisms disturb the
linearity of that upregulation.

miR-122-5p represents about 70% of total hepatic
miRNAs. Controversial results have been published
regarding its role in NAFLD. Indeed, we have observed
a significant decrease in hepatic miR-122-5p in patients
with NAFLD. In agreement with our results, it has been
published that it targets hepatic lipogenic genes (16), its
hepatic levels inversely correlate with NAFLD or NASH
in rats (16, 38, 39) and with NASH in patients (17).
Moreover, miR-122-5p silencing reproduced a pattern
of hepatic lipogenic mRNA and protein expression that
was similar to that observed in human NASH (17).
Conversely, other studies have reported that the tran-
sient inhibition of miR-122-5p in mice protects against
dyslipidaemia (40, 41) and liver steatosis (17, 41). These
contradictory results may indicate that it is necessary a
long-term miR-122-5p suppression for establishing a
liver pathology (17).

Although a deregulated miR-33a-5p expression has
been associated to an altered lipid metabolism (42,
43), we could not confirm this point. Moreover, no
statistical differences were found in its hepatic levels
regarding the presence or absence of CAD (data not
shown).

Finally, several papers associated miR-29¢-3p hepatic
levels with cancer (44, 45) but none have linked this
miRNA to CAD, although this association in the herein
presented results was weak and only in the extreme
groups.

Nowadays, how and when the awareness of NAFLD
as a cardiovascular risk factor should be implemented in
the clinical arena (in terms of CAD screening) remains
to be elucidated. On the contrary, its assessment in the
follow up of already diagnosed CAD patients may not
be considered suitable since no specific therapeutic
approach is warranted for NAFLD.

In terms of future daily practice, a new era could be
nearby since, as Cecarelli et al. suggested (16), the iden-
tification of a specific miRNA profile for each stage of
NAFLD would represent an important breakthrough for
the design of new potential diagnostic or therapeutic
tools and might even prevent the development of CAD
in NAFLD patients.

In conclusion, the SCD potentially attributable to
CAD is associated with a higher prevalence of NAFLD
(and NASH) when compared with SD without CAD.
The hepatic miRNAs studied appear to be associated to
dyslipidaemia, obesity, systemic inflammation and
NAFLD severity, being NASH but not steatosis associ-
ated to the presence of CAD.

Limitations

We acknowledge that the absence of systematic data
regarding classical cardiovascular risk factors in the
autopsy files precluded their inclusion in the multi-

Braza-Boils et al.

variate analyses. However, their retrospective collec-
tion from the relatives is not always amenable and/or
accurate. Remarkably, other papers in living patients
did systematically check them with similar results in
different scenarios. These two considerations blunt
this limitation and let us underscore the novelty of
our herein reported results in victims of SD. The
wide range of time between the last meal and the
moment of the exitus on one hand, and the fact that
the postmortem lipid profile has not been yet stan-
dardized on the other, warrant caution when analys-
ing the correlations with these parameters. Finally,
further evidence with a bigger sample size is needed
to corroborate our results and elucidate the role of
hepatic miRNAs in CAD.
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs (18-22 nt) that function as modulators
of gene expression. Since their discovery in 1993 in C. elegans, our knowledge about their biogenesis,
function, and mechanism of action has increased enormously, especially in recent years, with the
development of deep-sequencing technologies. New biogenesis pathways and sources of miRNAs are
changing our concept about these molecules. The study of the miRNA contribution to pathological
states is a field of great interest in research. Different groups have reported the implication of
miRNAs in pathologies such as cancer, diabetes, cardiovascular, and gynecological diseases. It is
also well-known that miRNAs are present in biofluids (plasma, serum, urine, semen, and menstrual
blood) and have been proposed as ideal candidates as disease biomarkers. The goal of this review is
to highlight the current knowledge in the field of miRNAs with a special emphasis to their role in
endometriosis and the newest investigations addressing the use of miRNAs as biomarkers for this
gynecological disease.

Keywords: non-coding RNA; microRNA; biomarker; endometriosis

1. Introduction

Traditionally, in all eukaryotic systems, genes codified proteins, following the central dogma of
molecular biology [1] consisting of DNA being transcribed into mRNA and mRNA translated into
proteins. The first non-coding RNA (ncRNA) characterized was an alanine tRNA found in baker’s
yeast in 1965 [2]. Since then, our understanding of the different and capital roles they play in cells and
organisms development and functions has enormously increased. ncRNAs are also assumed to be
genomic regulators at different levels and, in case of lower level of sequence conservation, are assumed
as evolutionary and biodiversity repositories [3].

Nowadays, it is evident that that RNA is not just a simple messenger between DNA and
proteins but growing evidence supports new roles for these molecules, such as regulation of genome
organization and gene expression. ncRNAs seem to act at many levels playing important roles in
epigenetic processes by controlling differentiation and development and they have been related to
very different pathologies (Table 1). Short and long ncRNAs are key regulators of gene expression,
genome stability, and defense against foreign genetic elements. ncRNAs are encoded in the genome
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and never become proteins, demonstrating that the first assumed functions for those molecules have

been a lot less than expected [4].
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Table 1. Classes of non-coding RNAs (ncRNA).

Symbol Non-Coding RNAs Functions
tRNA Transfer RNA mRNA translation (structural)
rRNA Ribosomal RNA mRNA translation (structural)
miRNA micro RNAs Post-transcriptional transposon repression
piRNA Piwi-interacting RNA DNA methylation, transposon repression
siRNA Short interfering RNA RNA interference
snoRNA Small nucleolar RNAs RNA modification, rRNA processing
PROMPT’s Promoter upstream transcripts Associated with chromatin changes
tiRNAs Transcripton initation RNAs Epigenetic regulation
lincRNAs Long intergenic ncRNA Epigenetic regulators of transcription
rasiRNA Repeat associated small interfering RNA InVOIV‘Ed(Il{T\ine) lglziﬁvir;t;rference
eRNA Enhancer-like ncRNA Transcriptional gene activation
T-UCRs Transcribed ultraconserved regions Regulation of miRNA and mRNA levels
NATs Natural antisense transcripts mRNA stability
PALRs Promoter-associated long RNAs Chromatin changes
tasiRNA Trans-acting siRNA Represses gene expression
IncRNA Long noncoding RNA Regulation of gene transcription

2. Non-Coding RNA Identification: The ENCODE Project

ncRNAs are RNA fragments that are transcribed from DNA but are not translated into
proteins. The main function of ncRNAs is to regulate gene expression at the transcriptional and
post-transcriptional level. ncRNAs can be divided into structural and functional regulatory ncRNAs
and, at the same time, functional ncRNAs can be subdivided into two main groups according their
length; the short ncRNAs (<30 nts) and the long ncRNAs (>200 nts). The amount of ncRNAs
codified in the human genome is unknown; however, recent bioinformatic studies have described
the sequence of thousands of them [5]. ncRNAs genes include those that are extremely high
expressed and showing essential cell functions such as Table 1 describes. A huge contribution to the
identification of untranslated sequences has been the ENcyClopedia of DNA Elements (ENCODE
http:/ /www.genome.gov/encode/), released in September 2003. The conclusions from this pilot
project were published in June 2007 [6]. ENCODE Project was focused on defining RNA transcripts,
transcriptional regulator binding sites, and chromatin states in many cell types by different approaches:
(a) genomics, to find functional elements where mutations and knock-down models demonstrate the
phenotype associated to the genomic sequence; (b) evolutive conservation, as indicator of functional
sequences and (c) biochemical approach in models, to characterize ncRNA activity in specific cell type,
condition, and molecular processes [7]. Bioinformatic studies on gene regulation and RNA metabolism
have described a new variety of functional non-coding sequences, including promoters, enhancers,
silencers, insulators, and ncRNA genes. These non-coding elements are associated with chromatin
structures or transcription enhancers displaying, for example, histone modifications, DNA methylation,
DNase and transcription factor accessibility [8-13]. Some of them could be considered at some point as
‘structural sequences’. YRINAs, for instance, are stem loops essential for DNA replication interacting
with chromatin and initiation proteins (including the origin recognition complex) [14,15]. Small RNAs
are able to modify chromatin structure and to silence transcription by guiding Argonaute-containing
complexes to complementary newly transcribed RNAs scaffolds or to gene promoters [16], mediating
histone and DNA methyltransferases recruitment.
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3. miRNAs

In 1993, a new possibility was included in the genomic and regulatory scheme. Victor Ambros,
Rosalind Lee, and Rhonda Feinbaum, during a study of the lin-4 gene controlling the timing of
Caenorhabditiselegans larval development, described the first miRNA repressing the lin-14 gene [17].
miRNAs are small (21-22 nts) ncRNAs that regulate gene expression and play fundamental regulatory
roles in many biological processes [18-20]. miRNAs can inhibit the translation of hundreds of
mRNAs through sequence specific recognition to the “seed sequence”, and according to the degree of
nucleotide compliment, will raise the inhibition of translation and/or degradation of target molecule
of mRNAs [18-21]. Functional analysis of miRNAs have revealed their significant regulatory influence
on the expression of target genes involved in both physiological and pathological conditions including
gynecological diseases such as endometriosis [22-28].

4. miRNAs Biogenesis

miRNA genes are mainly codified in intergenic or intronic regions of their target genes. In these
cases a miRNA gene is transcribed together with its host gene providing a coupled regulation of
both. Some pri-miRNA may be codified in the intronic regions of protein and non-protein coding
genes or in exons of long non-protein coding RNAs. Consequently, the expression of these miRNAs
could be regulated with their host genes [5]. Other miRNA genes show a common promoter forming
polycistronic units, containing multiple discrete loops from which mature miRNAs are processed.

In the canonical miRNA biogenesis pathways described in Figure 1, pri-miRNAs are trimmed
by the RNAse IIl Drosha with the help of a double-stranded RNA binding protein: DGCRS.
This protein-complex is known as the Microprocessor and yields ~70 nt stem-loop precursors, termed
pre-miRNA, with two nucleotides overhanging at the 3" and a 5’-phospate. The pre-miRNA is then
translocated to the cytoplasm by Exportin-5, a Ran-GTP dependent protein [29,30]. From this point on,
further steps are common for miRNAs and exogenous siRNAs.

Once in the cytoplasm, the pre-miRNA is trimmed by Dicer, an RNAse Il enzyme, in combination
with TRBP (transactivation Response RNA-Binding Protein) [31]. As a consequence, the loop sequence
of the hairpin is released and Dicer renders a ~22 nt RNA-duplex with short 3’ overhangs. This step
defines the 3’ end of the 5" strand and the 5’ end of the 3’ strand [18]. Then, Dicer transfers the
RNA-duplex to an Ago (Argonaute) protein, which forms the nucleus of RISC (RNA-Induced Silencing
Complex). At this time, the complex is called the pre-RISC. The mature RISC is achieved once one of
the two strands of the duplex is removed; a process termed “strand selection”.

The main determinant of this process seems to be a thermodynamic factor, mainly determined by
the first four nucleotides of the duplex. Hence, the end with weaker interactions will preferentially
unwind and remain as the “guide strand”, while the so called “passenger strand” will be discarded [30].

The mature RISC complex is able to scan the cytoplasm searching for mRNA able to pair with the
loaded miRNA. The miRNA:mRNA pairing is defined by Watson-Crick interactions between the 3’
UTR (untranslated region) of the mRNA and a short region of nucleotides in positions 2 to 8 of the
miRNA known as the “seed sequence”. It is worthy to mention that beyond this general principle of
miRNAmRNA interaction, miRNA pairing with the 5 UTR has also been defined and observed to be
of clinical interest [31] and that additional nucleotides outside the seed sequence can also contribute to
determine the mRNA fate [18].

It is important to highlight that the DNA sequence is not always the template for the mature
miRNA : 6% of human miRNAs suffer RNA editing. In other words, a single pre-miRNA can become
multiple mature miRNAs that differ in their length and sequence, named isomiR. The editing process
can alter the “seed sequence” conferring different affinity for other targets, modifying the mRNA
target selection [5,32]. In this context, the cell-specific expression of different isomiRs implies different
protein expression depending on the cell type conferring the biological significance of these miRNA
variants. This phenomenon increases the spectrum of miRNA action.
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Figure 1. Schematic description of miRNAs biogenesis.

Silencing of mRNAs can be achieved by means of mRNA cleavage or translational repression.
Perfect miRNA:mRNA pairing leads to Ago cutting of mRNA approximately at the middle of the
miRNA length, whereas imperfect pairing mediates mRNA translational repression by different
mechanisms [18].

Apart from the canonical miRNA biogenesis pathway, intronic miRNAs can undergo the “mirtron
pathway”. In this non-canoncial biogenesis pathway, the spliced intron renders a lariat in which the
3’ brachpoint is ligated to the 5" end of the intron. Following the action of Ldbr (lariat debranching
enzyme) the lariat is converted in a pre-miRNA that can enter the canonical miRNA biogenesis
pathway [5,33]. As the vast majority of intronic miRNAs are found on the sense strand it seems
plausible that their expression may be related to that of the host mRNA [34,35] in terms of tissue
specificity and relative amount [36].

With the avenue of deep-sequencing strategies, the field of miRNAs research has experienced an
unprecedented growth in terms of genetic origins, biosynthetic pathways, and sequence variants [5].
As a result, several ncRNAs have been identified as sources of miRNAs, including snoRNA, IncRNA,
and tRNA genes with Drosha- and/or Dicer-independent biogenesis [5].

5. miRNAs Nomenclature

The recent advances in high-throughput sequences applied to the miRNA discovery have
enormously challenged criteria for miRNA annotation. Nomenclature rules are currently defined
by miRBase 21 [37] and the mature form of the miRNA fit the form hsa-miR-XX-3p/5p, where the
prefix refers to the species (e.g., hsa- for Homo sapiens). When it is written in capitalized letters,
“MIR”, refers to the gene that encodes them; and pre-miRNA and pri-miRNA are named as “mir-".
Distinct precursor sequences and genomic loci expressing identical mature sequences get names of
the form hsa-mir-121-1 and hsa-mir-121-2 and adding letters as suffixes denotes mature sequences
closely related (hsa-miR-121a and hsa-miR-121b) named miR families. Cloning studies sometimes
identify two mature sequences originated from the same pre-miRNA. The ratio between the two
opposite mature strands can vary depending on developmental stage, being differentially expressed
in distinct tissues or cell types, as well as in pathological conditions [5,30]. Previous nomenclature
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versions identified the less expressed strand as asterisk * (hsa-miR-XX *). However, recent studies
have demonstrated that both strands are functional and the ratio between strands depends on the
cellular type or status, the annotation criteria was appropriately changed to the current 5p-/3p-end.
Apart from the aforementioned miRNA nomenclature, miRBase also identifies mature miRNAs with a
MIMAT accession number. From our own experience, we do recommend authors to refer to studied
miRNAs in their manuscripts with the current -3p or -5p suffix and also to include the miRBase
MIMAT reference and oligonucleotide sequence in order to avoid future misunderstanding that further
nomenclature modifications could introduce.

In the light of current discoveries in miRNA origins, biosynthetic pathways, and sequence
variants, Desvignes and co-workers proposed a revised miRNA nomenclature criterion in the aim of
encompassing recent findings in the field. The authors proposed to modify the miRNA nomenclature
not only based on biogenesis but also on their function [5].

6. Studying miRNAs

In a classic study of miRNAs, the first aim is to assess the miRNA expression profile comparing a
pathological group to a control one. The second step in order to corroborate the profiling results is to
validate the expression of some of selected miRNAs in a larger cohort of samples. Finally, it would
be interesting to prepare functional assays in order to validate the regulation of a specific mRNA
translation by the selected miRNA. Summary of technologies applied in miRNA discovering are listed
in Figure 2.

The most employed techniques in order to assess miRNA expression profiles are next generation
sequencing and microarrays.

Screening Validation Functional
Phase Phase analyses
IBNAs microaravs | \ RT-PCR/IHQ Luciferase assays
RNA seq q y

gScript (Quanta BioSciences)
miRCury (Exigon)

miRNA 4.0 (Affymetrix)
SurePrint Human miRNA

- OpenArray (LTTF)
(Goleny . TagMan Cards (LTTF)
nCounter (Nanostring) miScript (Qiagen)
TruSeq (lllumina) SmartChip (WaferGen)
lon Torrent (LTTF)

TruSeq (lllumina)
lon Torrent (LTTF)

Figure 2. Workflow in a classical study on miRNAs.

6.1. RNA Sequencing

Next Generation Sequencing (NGS) was initially developed for sequencing genes faster, cheaper
and deeper. The ability to read millions of short fragments of DNA was soon moved into a new
methodology, RN Aseq, which includes RNA sequencing and quantification. Total RNA from samples
is digested and retrotrasncribed through ligation of universal primers. cDNA products are then
ligated to primer adaptors for NGS and amplified and isolated in single sequencing reactions on a
surface containing millions of “nanopore” sequencing reactors. Second generation sequencers are
able to detect millions of isolated sequencing reactions and to generate data related to nucleotide
sequences and the number of reads of each sequence. The bioinformatic software associated with the
NGS sequencer is able to align each short RNA fragment with their corresponding genomic region,
building a complete transcript read. Analogous to qPCR, the number of reads obtained in RN Aseq
protocols is correlated to the original amount of cell RNA together with sequence variant detected
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in the alignment. As limitations, the sensibility of NGS is linked to coverage and throughput, so the
presence of over-expressed miRNAs can reduce the ability for detecting miRNAs very low expressed.

6.2. miRNA Microarrays

Microarrays have been a revolution in genomic and proteomics fields because of their ability
to simultaneously detect thousands of molecules. Thereafter, expression assessment moved from
particular genes to whole genomic profiles in which miRNA profiles helped to decode the real
complexity of pathological models [38]. Microarray technology is based on the link of millions of
genomic fragments on a glass support that are used for sample hybridization (Affymetrix, Agilent,
Illumina, NanoString). Samples are fluorescently labeled prior to hybridization. Thus, relative signal
on each probe reflects the original amount of miRNA in the studied sample. Hundreds of new ncRNAs
are described on an annual basis. For this reason, updating and re-designing of non-coding RNA
microarray platforms is mandatory. miRNA expression profiles obtained from microarray platforms
should be validated by qPCR in a larger number of samples.

Both techniques have demonstrated their ability in measuring a large number of miRNAs,
generating a wide amount of results in the discovery phase. However, nowadays the economic
cost is still too expensive to employ them in the validation step. Therefore, quantitative PCR is
confirmed to be the most accurate technique to validate results from RNAseq or microarrays

6.3. Quantitative PCR or Real-Time PCR

Quantitative PCR (qPCR) or Real-Time PCR (RT-PCR) is a fast, easy, and affordable technique
for quantification of miRNAs. Different names depend on applications or thermocycler platforms
employed. PCR allows working with very few amount of starting RNA. The first step consists in
the synthesis of complementary DNA to miRNA through an adapter following a retrotranscription
protocol (RT-PCR). The exponential amplification process in RI-PCR is an extremely sensitive and
accurate method for detecting molecules at very low level, thus becoming the gold standard method
for quantification of miRNAs in biofluids such as plasma or serum. Few limitations can be attributed
to this technique, for example, the limited number of molecules detected depending on plate design
(96- or 384-well plate). Pre-amplification and amplification increase sensitivity quantification can be
biased in low expressed sequences due to diverse protocol steps. On the other hand, normalization
can be difficult because, commonly, “housekeeping” molecules that are used as normalizers can be not
stably expressed in some models or pathologies. In any case, so far, qPCR is the reference method for
expression validation of other techniques in miRNA research [39]. Nowadays, some high-throughput
PCR designed plates are called arrays (Applied, Qiagen, Exiqon). These plates include a customized
selection of probes ready-to-use in order to quantify a high number of miRNAs from a single sample
reducing technical variations.

6.4. In Situ Hybridization (ISH) and Live Cell miRNA Detection

Some companies already specialized in miRNA detection have also developed fluorescent or
antibody-conjugated colored-coupled probes for in situ miRNA detection (Exiqon, Merk-Millipore).
These methodologies allow localizing miRNA molecules in cells or tissues, helping to better
characterization of its biogenesis, pathways, and activity. Fluorescent-labeled probes show miRNA
localization in fixed or live cells and allow, in some assays, to perform flow sorting of cells expressing
concrete regulators [40]. During ISH, a locked nucleic acid (LNA) probe hybridizes to the target
sequence at elevated temperature, and then the excess probe is washed away. LNA probes are highly
sensitive and have been assayed for therapeutically miRNA antisense therapies [41].

7. miRNAs as Biomarkers

“Biomarker” definition has been revised by the Biomarker Definitions Working Group in 2001 [42]
as “a characteristic that is objectively measured and evaluated as an indication of normal biologic
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processes, pathogenic processes, or pharmacologic responses to a therapeutic intervention”. In the
“omics” era biomarkers can include clinical scoring systems, proteins, gene expression measurements
of mRNA, miRNA, DNA, genetic variants of DNA, or metabolites [43].

With the aim to better understand the pathophysiology of different diseases, several authors have
reported miRNA expression profiles characteristic of some pathologies (cardiovascular diseases, cancer,
diabetes, sepsis, gynecological diseases) [25,26,28,44,45]. The first approach to define a pathological
miRNA expression profile is to assess the miRNA expression pattern in the pathological tissue in order
to clarify the molecular mechanisms underlying the disease. In this context, miRNAs have reportedly
been found in different body fluids, from urine, serum, and plasma to cerebrospinal fluid [46,47].

The presence of miRNAs in different biofluids could be explained by different
mechanisms [39,43,48,49]: (a) passive release of miRNAs as consequence of tissue injury, chronic
inflammation, cell apoptosis or necrosis, or from cells with a short half-life, such as platelets;
(b) active secretion via cell-derived microvesicles including exosomes microparticles and apoptotic
bodies [50-52]; (c) active secretion by cells in miRNA-protein complexes: High Density Lipoprotein
(HDL) and Low Density Lipoprotein (LDL) [53] and Ago2 [54]. Interestingly, Arroyo and co-workers
suggested that Ago2-associated miRNAs could be ready to regulate gene expression in recipient
cells [54]. Mechanisms (b) and (c) could also offer a rationale for the elevated stability of miRNAs in
an RNAse-rich circulation [49]. In light of this evidence, some authors proposed an hormone-like
mechanism of action for these miRNAs [48,49] and a role into cell-to-cell communication [55-58].

Circulating miRNAs, such as the miRNAs released by cancer cells, can bind to Toll-like
receptors (TLRs) of immune cells, such as TLR7 in mice or TLR8 in human, to activate NF«B [59,60].
This mechanism could partially explain inflammation related to cancer.

Importantly, Mitchell and co-workers showed the potential of blood miRNAs as biomarkers for
prostate cancer [61], paving the way for further characterizations in other pathologies. In addition, the
authors demonstrated that miRNAs were protected from endogenous RNAse activity [61].

8. miRNAs Role in Endometriosis

Different groups, including ours, have studied the potential role of miRNAs in the endometriosis
development over years. miRNAs raise as potent regulators of gene expression in the most important
systems involved in the pathogenesis of endometriosis. As Figure 3 details, cell survival, matrix
remodeling, proliferation, and angiogenesis are essential systems in the pathophysiology of this
disease and all of them are potentially regulated by miRNAs [21,22,25,28,62].

9. Endometriosis

Endometriosis is a benign estrogen-dependent inflammatory disorder characterized by the
presence of endometrial-like tissue outside the uterus. Endometriosis-lesions can be found on the
peritoneum (peritoneal lesions), on the ovary either as superficial implants or as endometriotic cysts,
and as deeply infiltrative lesions that might extend to the bowel, bladder, and ureter. Pelvic adhesions
are often associated with the aforementioned lesions [63]. These lesions are responsible for the
main symptoms of endometriosis, pelvic pain and infertility [64]. Whereas innervation at the site
of endometriotic lesions is involved in pelvic pain [65], inflammation has been also associated with
infertility, what could be explained by a diminished oocyte quality because if their development in an
unfavorable environment [66] and also a compromised endometrial receptivity [67].

Endometriosis has been classified as a tumor-like condition by the World Health Organization
Histologic Classification of Ovarian Tumors [68]. Indeed, endometriosis shares common features with
cancer, as increased local estrogen production, reduced apoptosis, pro-survival, inflammation, tissue
invasion, induction of angiogenesis, and dysfunction of immune cells [69]. Since Sampson reported the
first case of suspected malignant transformation of ovarian endometriosis [70], several studies have
focused on the relationship between endometriosis and gynecological cancers, especially endometrioid
and clear cell ovarian carcinoma [71-74]. However, in a recent review, Guo pointed that existing data



Int. ]. Mol. Sci. 2016, 17,93 8 of 16

is not enough to establish a doubtless causality and highlighted the need for further molecular studies
in order to establish an unequivocal phylogenetic relationship between both conditions [69].

Despite its high prevalence and incapacitating symptoms, the exact etiopathogenic mechanism of
endometriosis remains unsolved. Burney and Giudice reviewed the theories purposed in recent
years with the aim of providing a plausible etiopathogenic mechanism for endometriosis [75].
However, nowadays, the most accepted theory is by far Sampson’s retrograde menstruation proposal,
which points that during menstruation, endometrial fragments could migrate through fallopian tubes
and reach the peritoneum, being capable to attach, survive, and implant at different locations [70].
It has been demonstrated that all these mechanisms responsible for endometriosis development can be
regulated by miRNAs as Figure 3 shows.

10. Studying New Biomarkers of Endometriosis

The current gold standard for the diagnosis of endometriosis is laparoscopic examination
with histological confirmation of glands and/or stroma in the excised lesions [76]. The need for
surgical procedure for diagnosis together with the fear of a cancer diagnosis and the assumption of
dysmenorrhea as a normal event could explain the aforementioned delay in time to diagnosis [77].
Taking into account that endometriosis has been reported to be progressive in up to 50% of
women [78] and more advanced in women with delayed diagnosis [79] efforts are conducted to
achieve a noninvasive diagnosis. In this context, several approaches have been undertaken, such as
symptom-based tests [80], or blood tests [81-83], but so far neither a non-invasive nor a minimally
invasive test has been achieved, remaining as a priority in endometriosis research [84]. Therefore, an
ideal test for diagnosis of endometriosis should diagnose patients at initial stages with high sensitivity
and specificity.

Due to the anatomical location of this condition, several closely related biofluids have been
proposed as a source for noninvasive biomarkers of endometriosis, for instance: urine, plasma/serum,
and menstrual blood. In addition, the finding that retrograde menstruation is present in 90% of
women but not all of them suffer from endometriosis [67,85] suggests that molecular differences
between eutopic endometrium from women with and without endometriosis may exist that lead
to the development of the condition in certain women but not in others [67]. As a consequence,
if these molecular differences were found to be pathognomonic of the condition they could also
provide an opportunity to be considered as biomarkers in biopsied tissues obtained via a minimally
invasive procedure.

In the field of miRNAs, differences in miRNA expression between endometriotic lesions
and eutopic endometrium from women with endometriosis have been reported [27,86] but few
studies have focused in differences between eutopic endometrium from women with and without
endometriosis [21,27,87].

Burney et al. published one of the first studies addressing the miRNA expression profile in the
endometrium of women with and without endometriosis [21]. In this study, miRNA arrays were
performed and after qRT-PCR validation, the authors reported a downregulation of four miRNAs
(miR-34c-5p, miR-9, miR-9 ¥, miR-34b *) in the eutopic endometrium from women with endometriosis
compared to control endometrium. According to the miRNA regulatory mechanisms, downregulated
levels of a miRNA entails the upregulation of its target mRNA translation. Laudanski ef al. conducted a
study enrolling 25 endometriosis-free women and 21 patients with ovarian endometriosis in which the
expression of 667 human miRNAs was examined by means of PCR arrays. Validation of the results led
to the corroboration that miR-483-5p, a regulator of IGF2, and miR-629-3p, involved in inflammation,
were downregulated in the eutopic endometrium of patients in comparison to controls. The authors
pointed to the idea that dysregulation of these genes could contribute to the overgrowth of endometrial
tissue outside the uterus [87].

Human endometrium is a unique tissue that undergoes complex molecular, cellular, and
functional changes on a cyclic basis under ovarian hormone regulation [88-90]. These changes are
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essential for uterine receptivity and can be grouped in three distinct phases: proliferative, secretory,
and menstrual [90]. Some authors have described that miRINA expression vary across the menstrual
cycle [24]. Particularly, miRNAs targeting several cell cycle regulators were over-expressed in the
secretory phase [23].

Angiogenesis also plays an important role in the pathogenesis of endometriosis, due that
ectopic lesions require neovascularization to proliferate, invade the extracellular matrix and
proliferate [27,28,91]. Both Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) and Thrombospondin-1
(TSP-1) represent the most potent pro- and anti-angiogenic factors, respectively, and have been
involved in the pathology of endometriosis [92]. Our research group has reportedly observed an
increase in the expression of angiogenic and proteolytic factors in endometrial tissues from patients
with endometriosis [93,94] and we have suggested that this increase might contribute to the invasive
potential of endometrial cells.

The miRNA regulation of angiogenesis has been long reported in several pathologies, including
endometriosis [27,28,86,87,95,96]. Two different groups have reported that the angiogenesis regulators,
miR-17-5p and miR-20a, are downregulated in the ovarian endometrioma compared to eutopic
endometrium [24,87]. The miR-17-92 cluster, also known as oncomir-1, encodes six mature miRNAs
(miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a, and miR-92a) [97]. Recently, our group has reported
that the miR-17-92 cluster increases tumour neovascularization by decreasing TSP-1 expression [98].
Therefore, and due to the miRNA mechanism action, a decrease in miR-17-5p levels involve
post-transcriptional upregulation of TSP-1 levels. This mechanism may reduce the angiogenic
activity in the ovarian endometrioma; therefore, it could explain the low ability in the extracellular
matrix invasion of this tissue observed in these ectopic lesions where frequently the ovarian tissue
remains preserved.

s — Cell survival
= B [24,64,86,90]
Proliferation
[24,25] o < Matrix remodelling
i ___ ‘  [24,27,64,93,94]

Angiégeneéis
[24,27,28,91,95,98] Peritoneum

Figure 3. Main systems affected in endometriosis and the references for the most relevant studies about

the role of miRNAs regulating them in this disease in square brackets. Red lines represent new blood
vessels in formation and red dots cells nuclei.

11. Circulating miRNAs as Biomarkers of Endometriosis

The study of circulating miRNAs as biomarkers of endometriosis is an emerging field of research,
and to date only few studies have been published both in serum [82] and plasma [81,83].

Wang et al. [99] first performed a circulating miRNA array profiling in two pools of sera from
10 patients with endometriosis and 10 control women. After validation of results from array by
gqRT-PCR in sera from 60 patients and 25 control women, the authors found that miR-199a and miR-122
levels were upregulated and miR-145 *, miR-141 *, miR-542-3p, and miR-9 * downregulated in samples
from patients in comparison to control women and could therefore serve as biomarkers of the disease.

Shortly after, another study in plasma was conducted by Jia ef al. [81]. 23 women with
histologically proven endometriosis and 23 endometriosis-free controls were enrolled in the study and
a miRNA microarray profiling was performed. Three out of the six miRNAs selected for validation by
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gqRT-PCR (miR-17-5p, miR-20a, and miR-22) were proven to be significantly downregulated in patients
and useful to discriminate women with endometriosis from patients.

In 2015, two studies have been published, extending the evidence of miRNAs as putative
biomarkers of endometriosis in non-invasive biofluids. In the first case, levels of previously
endometriosis-associated miRNAs, miR-135a,b and let-7a-f, were quantified in sera of 24 endometriosis
patients and 24 control women. By means of a logistic regression approach, researchers found that
combining levels of let-7b, let-7d, and let-7f in the proliferative phase obtained the highest area under
the curve value in order to discriminate patients with endometriosis from control women. [82]. Of
note, several miRNAs were found to be differently expressed depending on the phase of the menstrual
cycle in patients but not in controls, in agreement with previous reports [100]. Finally, Rekker et al [83]
performed the last published study regarding circulating miRNAs as biomarkers of endometriosis.
Based on previous literature, authors selected three miRNAs from the miR-200 family (miR-200a-3p,
miR-200b-3p, and miR-141-3p) whose expression was assessed in plasma samples from 61 patients
and 65 control women. The expression of all three miRNAs was downregulated in patients and
miR-200a-3p and miR-141-3p showed the highest potential as noninvasive biomarkers for this benign
condition. Remarkably, authors also analyzed variations of the levels of the three miRNAs of interest
with time of sampling (morning/evening) finding lower levels in evening samples, perhaps due to
circadian fluctuations in their expression. This is an interesting approach and points to the time of
sampling as an important factor to be taken into account when performing circulating miRNAs studies.

12. Conclusions

Among the epigenetic players, miRNAs have emerged as pivotal post-transcriptional regulators.
To do this, these small non-coding RNAs bind to their target mRNAs and inhibit the translation
process. The involvement of miRNAs in different pathological conditions has been well established
and the miRNA expression profiles have been performed in biopsies from different diseases, including
gynecological pathologies as endometriosis. Despite being a benign gynecological pathology,
endometriosis deeply impairs the quality of life of affected women in terms of pain and infertility.
Nowadays, the gold standard to diagnose endometriosis is laparoscopy. For this reason, several
groups including ours are focused on characterizing a non-invasive or semi-invasive biomarker for
the diagnosis of endometriosis at initial stages that overcomes the need for the current laparoscopy.
Recently, circulating miRNAs have emerged as attractive molecules to be considered as biomarkers [45],
although deeper studies are required in order to characterize and validate a miRNA-based diagnostic
tool. It is important to highlight the important differences in experimental design and preanalytical
protocols among different studies evaluating the same pathology; making it difficult to compare
results [40]. For all these reasons, the World Endometriosis Research Foundation (WERF) has
published recommendations in order to standardize the data and sample collection, processing and
storage [101-104] and reduce the heterogeneity and improve the reproducibility between studies as
summarize the Figure 4. It is essential to unify every step in endometriosis research. The first one is
data collection; for this purpose the WERF have elaborated a guide for surgical data collection as well
as video/photo of symptom documentation [101,102]. Regarding the study of biofluids, the WERF has
defined the protocol in order to standardize the biospecimen collection, processing, and storage [103].
Finally, the collection and storage of tissue samples have also been standardized according to the
consensus document [104]. All these documents [101-104] allow for unifying the studies performed
around the world about endometriosis. The aforementioned guides could be also useful for the study
and validation in other diseases; these steps avoid the publication of dissimilar studies performed in
the “same” disease but employing different protocols. This could be a simple way to obtain robust
conclusions and be able to standardize new biomarkers. However, the study of miRNAs as biomarkers
implies additional considerations. As it has been previously described, miRNAs are very stable
circulating molecules; however heterogeneity among patients seems to be substantial. This feature
is even more evident when results from one study are replicated by other group. Based on our own
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experience, pharmacological treatments, clinical conditions, or even diet can affect severely miRNA

expression profiles in plasma.
Menstrual
Phase

[21,23,88,89,100]

Preanalytical —
Considerations

[99-101,103]
Sample »
Collection
[63,101,104]

[101,103,104]

Sample
Storage
miRNA
Technology

Figure 4. Preanalytical considerations for the miRNA study and relevant literature in square brackets

[5,39,43]

in order to obtain robust conclusions in the standardization of new biomarkers in endometriosis.

In conclusion, miRNAs have emerged as new biomarkers valid for diagnostics or prognostics of
several diseases. However, standardization in sample and clinical data collection; sample processing
and storage; and technical protocols become essential for saving time and money in the assessment of
miRNAs as biomarkers.
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Micro-RNA profile and proteins in
peritoneal fluid from women with
endometriosis: their relationship

with sterility
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Objective: To define the microRNA (miRNA) profile and its relationship with cytokines content in peritoneal fluid (PF) from endome-
triosis patients.

Design: Case-control study.

Setting: University hospital, research institute.

Patient(s): One hundred twenty-six women with endometriosis (EPF) and 45 control women (CPF).

Main Outcomes Measure(s): MiRNA arrays were prepared from six EPF and six CPF. Quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction validation of nine selected miRNAs (miR-29c¢-3p, -106b-3p, -130a-3p, -150-5p, -185-5p, -195-5p, -451a, -486-5p, and
-1343-5p) was performed. Vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A), thrombospondin-1 (TSP-1), urokinase plasminogen
activator (uPA), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), matrix metalloproteinase-3 (MMP3), tissue inhibitor of metalloproteinases
type 1 (TIMP-1), interleukin (IL)-6, IL-8, IL-17A, macrophage inflammatory protein 13 (MIP1beta), platelet-derived growth factor
a-polypeptide A, and regulated on activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES) were quantified by ELISA and MILLIPLEX.
Result(s): MiRNA arrays showed 126 miRNAs differentially expressed (fold change +1.2) (78 down-regulated, 48 up-regulated) in
EPF. Validation showed higher levels of miR-106b-3p, -451a, -486-5p, IL-6, IL-8, uPA, and TIMP-1 in EPF. In menstrual phase,
EPF presented up-regulation of miR-106b-3p, -130a-3p, -150-5p, -185-5p, -451a, -486-5p, VEGF-A, IL-8, MIF 10, uPA, and PAI-1
compared with other phases; however, CPF did not. MiRNA-486-5p was up-regulated in sterile EPF compared with sterile controls,
and VEGF-A, IL-8, and TIMP-1 were increased in sterile and fertile EPF compared with fertile CPF.

Conclusion(s): MiRNAs seem to be involved in the peritoneal alterations in endometriosis, suggesting new mechanisms by which
ectopic lesions could implant in endometriosis patients; and to serve as biomarkers for fertility outcome prediction. (Fertil Steril®
2018;109:675-84. ©2017 by American Society for Reproductive Medicine.)
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the presence of endometrial-like ovaries. The management of this dis- but limit the fertility status, to the sur-

E ndometriosis is characterized by mainly within the peritoneum and which are focused on symptomatology
tissues in extrauterine locations, ease ranges from medical therapies, gical approach, which is addressed to
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eliminate ectopic lesions but implies invasive procedures (1-
3). Endometriosis is still one of the most incapacitating
diseases for women owing to the classic symptoms
(dysmenorrhea, dyspareunia, dyschezia, dysuria) and is one
of the most important etiologies of sterility and poor results
of assisted reproductive techniques. Consequences of this
disease deeply affect women’s quality of life and imply an
increasing economic and social burden. Simoens et al. (4)
calculated the costs related to endometriosis care by means
of a prospective, multicenter, questionnaire-based survey in
ambulatory care in 12 centers in 10 countries enrolling 909
women, and they concluded that the average annual cost
per woman was €9,579. This amount increased in parallel
with severity of endometriosis and years of delayed diagnosis.
Despite its high incidence, prevalence, and its incapacitat-
ing symptoms, the etiopathogenic mechanisms of this benign
gynecologic disease remain under study. Several theories have
attempted to explain the biological events that could explain
the presence of endometrial-like stroma and glands in the
peritoneal cavity (1). Among them, the retrograde menstrua-
tion theory, described by Sampson in 1927 (5), is by far the
most accepted proposal. According to this, in 90% of women
during their menses (6), endometrial fragments migrate
through the fallopian tubes and reach the peritoneum.
Whereas women without endometriosis eliminate by physio-
logic mechanisms, patients with endometriosis are incapable
of eliminating these fragments, which are able to implant,
survive, and proliferate at different locations (3, 5, 6).
Because of this, studying the peritoneal microenvironment
of women with endometriosis becomes essential, to reveal
the biological alterations responsible for the proliferation
of endometriotic implants characteristic of patients with
endometriosis.
Our research group has reported the regulatory potential
of peritoneal fluid (PF) in patients with endometriosis (7-9).
In these studies we described, for the first time, the
alteration of the angiogenic state of stromal cells after
being treated with endometriotic peritoneal fluid (EPF),
enhancing the expression of the main angiogenic factors (7,
8) as well as the expression of microRNA (miRNA)
regulators of angiogenesis (8, 9). This was performed by
means of an in vitro model of endometriosis in which
primary stromal cells from control women and patients
were exposed to PF from controls (CPF) and patients (EPF).
MiRNAs are small noncoding RNAs (21-23 nt) able to
inhibit the translation of their target genes by binding to
their messenger RNA 3’ untranslated region (3, 10). This
posttranscriptional regulation occurs in both physiologic
and pathologic conditions, including endometriosis (3,11-15).
The proinflammatory state of EPF is well known, charac-
terized by an enhanced number of peritoneal macrophages, T
and B lymphocytes, and platelets (16-18). These cells, among
others, are responsible for the elevated levels of such
cytokines as vascular endothelial growth factor-A (VEGF-
A), interleukin (IL)-6, IL-8, IL-10, IL-17A, and tumor necrosis
factor-a (2,6,17,19-21). Moreover, a higher presence of
neutrophil extracellular traps (NETs) has been reported in
EPF in comparison with CPF (22).

MiRNAs have been described to be present in all biofluids,
including PF, because of their role as intercellular communi-
cators in a paracrine way (23-26). They have even been
assessed as predictors of peritoneal metastasis in patients
with gastric cancer, owing to their important role as cancer
dissemination signals (27).

In the present study we aimed to characterize, for the first
time, the miRNA profile in PF from patients with endometri-
osis, its relationship with the altered proangiogenic and
proinflammatory state of the peritoneal microenvironment,
and its potential influence on fertility status.

MATERIALS AND METHODS
Ethics Statement

Written informed consent was obtained from all patients and
control women, and the study was approved by the Ethics
Committee of the Hospital Universitario y Politécnico La Fe,
Valencia, Spain (#2008/0111) and Hospital General Universi-
tario, Valencia, Spain, where patients and controls were re-
cruited (#PBL00093).

Clinical Groups

Extended inclusion and exclusion criteria are provided in the
Supplemental Material, available online.

Endometriosis patients. A total of 126 Caucasian women
with minimal-mild (stages I-II) or moderate-severe endome-
triosis (stages III-IV) (28) were studied. Sterility was observed
in 54% (n = 68 of 126) of the endometriosis group.

Control nonendometriosis group. A total of 45 women
without endometriosis were enrolled in the study. Sterility
was observed in 49% (n = 22 of 45) of the non-endometriosis
group, in which the indication for surgery was diagnostic lap-
aroscopy to examine tubal patency. Control PF from fertile
women (n = 23) was obtained while they were undergoing
laparoscopic tubal sterilization.

The menstrual phase was identified according to sera hor-
monal analysis on the day of surgery and before the induction
of anesthesia. Forty-seven percent of women with endometri-
osis were in the proliferative phase (n = 59), 44% in the secre-
tory phase (n = 55), and 9% in the menstrual phase of the
cycle (n = 12). Whereas 49% of the women without endome-
triosis were in the proliferative phase (n = 22), 42% were in
the secretory phase (n = 19) and 9% in the menstrual phase
of the cycle (n = 4).

Peritoneal Fluid Samples

Blood-contaminated PF samples were excluded. Peritoneal
washings were not performed before collection of PFs, nor
were anticoagulants used. The PF was immediately cleared
of cells and cell debris by centrifugation at 1,500 x g for
30 minutes at 4°C and stored at —80°C until processing.

A total of 126 PF samples from women with endometri-
osis (EPF) (mean age 32.4 years; range, 20-47 years) and 45
PF samples from women without endometriosis (CPF) (mean
age 36.1 years; range, 28-47) were studied.
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RNA Extraction

Total RNA was extracted from PF samples with the miRNeasy
Mini Kit (Qiagen, #217004) according to the manufacturer’s
recommendations, with minor modifications. MS2 RNA
(Roche, #10165948001) and cel-miR-39-3p mimic (Qiagen,
#219610) were spiked-in as carrier and exogenous control,
respectively. Quality of RNA for miRNA expression arrays
was assessed using the Agilent Bioanalyzer 6000 (Agilent
Technologies).

Analysis of miRNA Expression Profiles

MiRNA expression profiles were performed in six PF samples
from women with endometriosis (two in each cycle phase) and
6 PF samples from women without endometriosis (two in each
cycle phase) paired by age and day of the menstrual cycle.
MiRNA expression profiles were performed using GeneChip
miRNA 4.0 arrays of the Affymetrix platform according to
the manufacturer’s protocol. This array contains 2,578 probes
for mature human miRNAs and 1,908 probes for their precur-
sors. Arrays were prepared in the Array Service of our institu-
tion (IIS La Fe, Valencia, Spain). Data analysis was performed
using Partek Genomic Suite software and normalized using
the robust multiarray analysis algorithm. Statistical analysis
of variance (ANOVA) allowed us to generate a list of differ-
ently expressed miRNAs with +1.2 fold change (FC) and P
values <.05.

Validation Phase

To corroborate results obtained from the array by real-time
quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction
(qRT-PCR), a validation phase was focused on 9 miRNAs
whose targets were implicated in angiogenesis, proteolysis,
inflammation, or endometriosis on the basis of previous re-
sults from our group (miR-29c¢-3p, -106b-3p, -130a-3p,
-150-5p, -185-5p, -195-5p, -451a, -486-5p, and -1343-5p).
Cel-miR-39-3p served as exogenous normalizer. Quantitative
RT-PCR was performed by the miRCURY LNA Universal RT
microRNA PCR kit (Exiqon) using a LightCycler 480 II ther-
mocycler (Roche Applied Science).

Protein Quantification

Levels of vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A),
thrombospondin-1 (TSP-1), urokinase plasminogen activator
(uPA), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), matrix
metalloproteinase-3 (MMP-3), and tissue inhibitor of metal-
loproteinases type 1 (TIMP-1) were quantified by commercial
ELISAs. Levels of interleukins (IL-6, IL-8, IL-17A), macro-
phage inflammatory protein 18 (MIP13), platelet-derived
growth factor-a polypeptide A (PDGF-AA), and regulated
on activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES)
were quantified using the MILLIPLEX MAP assay kit (Milli-
pore Canada) in the Milliplex Service from our institution
(IS La Fe, Valencia, Spain). Both techniques were performed
according to the manufacturer’s instructions. Extended infor-
mation about ELISA kits can be found in the Supplemental
Material.

Fertility and Sterility®

Statistical Analysis

All variables were checked for normal distribution by means
of the Kolmogorov-Smirnov test. Differences in the studied
variables between two groups were analyzed using the un-
paired Student ¢ test or Mann-Whitney U test, when appro-
priate. Differences in the studied variables among several
groups were analyzed by a one-way ANOVA or Kruskal-
Wallis test, when appropriate.

MiRNA data quantified by real-time qRT-PCR are pre-
sented as FC relative to women without endometriosis group
(CPF = 1). Values are expressed as mean + SEM.

Levels of significance in correlations between variables
were calculated by the bivariate Pearson correlation test. P
values of <.05 (two-tailed) were considered significant. All
these tests were performed using the statistical package
SPSS release 20 for Windows (IBM).

RESULTS
Analysis According to the Presence of
Endometriosis

Characteristic miRNA profile in PF from patients with endo-
metriosis. Profiling of miRNAs was completed in six PF sam-
ples from patients (two in each cycle phase) and in PF samples
from six control women (two in each cycle phase). Principal
component analysis graphically represents similarities and
divergences among samples and, when factor “patient” was
taken into account, the endometriosis group showed higher
dispersion in terms of miRNA content (Fig. 1A). Data were
analyzed by ANOVA according to disease status, by which
126 mature miRNAs were found significantly differentially
expressed (P<.05; FC +1.2) (78 down-regulated and 48 up-
regulated) between endometriosis patients and control
women (Supplemental Table 1). The aforementioned 126 miR-
NAs were represented by a supervised hierarchical clustering
demonstrating a different expression pattern between pa-
tients’ and controls’ PF (Fig. 1B). To better identify the magni-
tude of change, a volcano plot was performed representing
the FC [log2(ratio endometriosis/control)] vs. P value of every
mature studied miRNA (Supplemental Fig. 1A).

We next performed an “in silico” study to identify both
the predicted and/or validated target genes of those miRNAs
differentially expressed, to investigate which of these 126
miRNAs might regulate the expression of the most important
factors involved in angiogenesis, proteolysis, and inflamma-
tion, and which of them could be implicated in endometriosis.
This analysis led us to select nine miRNAs for validation by
gRT-PCR in a larger cohort of samples. Among the selected
miRNAs, three (miR-106b-3p, -451a, and -486-5p) were
significantly up-regulated in EPF, and two miRNAs (miR-
29¢-3p and -1343-5p) were significantly down-regulated
(Supplemental Fig. 1A and Supplemental Table 1). Although
no significant differences were observed in miRNA arrays,
miR-130a-3p, -150-5p, -185-5p, and -195-5p were also
selected for qRT-PCR validation on the basis of previous re-
sults from our group (9), which demonstrated their down-
regulation in stromal cells from endometrium from patients
with endometriosis after being treated with EPF.
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Validation of selected miRNAs by qRT-PCR. We detected
significantly higher levels of miR-106b-3p, miR-451a, and
miR-486-5p in EPF compared with CPF (Fig. 1C). Increased
levels of miR-150-5p were also detected, although differences
did not reach statistical significance.

Protein levels in EPF compared with CPF. Aiming to explore
the inflammatory and angiogenic status of the PF in endome-
triosis patients, the most relevant proinflammatory and
angiogenic proteins were quantified in all samples. As shown
in Figure 1D and 1E, IL-6, IL-8, uPA, and TIMP-1 levels were
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significantly up-regulated in EPF. A similar trend was
observed for VEGF-A and MMP-3 levels, although without
statistical significance.

Analysis According to the Phase of the Menstrual
Cycle

Regarding the proportion of studied women within each
phase of the menstrual phase, no statistically significant dif-
ferences were found.

MicroRNA content in EPF and CPF according to the cycle
phases. We also analyzed the results from the array according
to the cycle phase. Supervised hierarchical cluster (Fig. 2A)

represents the relative levels of each statistically different miRNA
among menstrual phases (P<.05; FC £1.2). This graphic algo-
rithm, performed from the miRNA expression levels of all 12
samples, separates cycle phases as independent categories, being
the menstrual phases most different from each other. Not only
did menstrual phase cluster separately from the others, but CPF
and EPF were also classified as independent groups within the
menstrual cycle. This trend was not observed in samples from
other menstrual phases (Fig. 2A). Vulcano plots comparing the
levels of all assessed miRNAs between EPF and CPF in each phase
of the menstrual cycle (Supplemental Fig. 1B-1D) indicated a
higher number of miRNAs deregulated in the menstrual and
secretory phases than in the proliferative phase.
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Validation of miRNA levels in EPF and CPF according to the
cycle phases. No significant differences were observed in
CPF miRNA levels through any cycle phase. However, in the
menstrual phase, EPF presented significantly higher levels
of miR-106b-3p, -130a-3p, -150-5p, -451a, and -486-5p
compared with the secretory and proliferative phases. Endo-
metrial PF miR-29c¢-3p, -185-5p, and -195-5p levels were
significantly up-regulated in the menstrual phase in compar-
ison with the secretory phase. Additionally, EPF levels of miR-
486-5p in the menstrual phase were significantly higher than
levels in CPF (Fig. 2B).

Protein levels according to the cycle phases. Whereas
VEGF-A, IL-8, MIP16, uPA, and PAI-1 were significantly
up-regulated during the menstrual phase compared with the
proliferative phase in EPF, CPF did not significantly modify
their levels through these menstrual phases. Moreover, EPF
VEGEF-A, uPA, PAI-1, and MMP-3 levels in the menstrual
phase were significantly higher in comparison with the secre-
tory phase; in contrast, IL-17A was down-regulated. Finally,
when EPF was compared with CPF, the cytokines IL-6, IL-8,
and IL-17A were significantly different during the prolifera-
tive phase (Fig. 3).

Analysis According to the Endometriosis Severity
Stages

Levels of miR-106b-3p, -451a, -486-5p, uPA, PAI-1, TIMP-1,
IL-6, and IL-8 were significantly increased in PF from women
with moderate-severe endometriosis (stages III-IV) compared
with levels in CPF (Supplemental Tables 2 and 3). Moreover,
TIMP-1 was also significantly increased in minimal-mild
endometriosis  (stages I-I) compared with CPF
(Supplemental Table 3). Not only were peritoneal levels of
IL-6 and IL-8 higher in patients than in controls (Fig. 1D),
but their levels were also significantly increased as the disease
advanced (Supplemental Table 3). Although it did not reach
statistical significance, an important trend to up-regulation
with severity of disease was observed for miR-106b-3p and
-451a, whose levels increased mainly in the most advanced
stage (Supplemental Table 2).

Analysis According to Fertility Status

All the parameters quantified in PF were also evaluated ac-
cording to sterility status (Fig. 4, Supplemental Fig. 2).

MicroRNAs levels according to fertility status. Levels of
miR-106b-3p and miR-486-5p were significantly higher in
EPF from sterile patients compared with CPF from sterile con-
trol women (Fig. 4A). Moreover, miR-486-5p was signifi-
cantly higher in EPF from fertile patients compared with
CPF from fertile control women.

Whereas some of the studied miRNAs (miR-106b-3p,
-150-5p, -451a, and -486-5p) did not differ within the control
group by their fertility status, some others, namely miR-185-
5p and -195-5p, trended to be up-regulated in PF from both
sterile groups (control and endometriosis) compared with
fertile groups, although without reaching statistical signifi-
cance; a similar result was observed for miR-150-5p levels
in sterile patients (Fig. 4A).

Protein levels according to fertility status. VEGF-A, IL-8,
and TIMP-1 levels were significantly increased in both
EPF groups (sterile and fertile) compared with CPF from
fertile control women. In addition, VEGF-A was also signif-
icantly increased in sterile versus the fertile CPF groups
(Fig. 4B). When sterile groups were compared, IL-6, IL-8,
and TIMP-1 showed significantly higher levels in EPF
than in CPF. Interestingly, although PAI-1 was overex-
pressed in EPF independently of fertility status, only the
fertile group was significantly different between EPF and
CPF (Fig. 4B).

Correlations Between Evaluated Parameters

No significant correlations were observed between age of
women and any of the studied parameters in either the endo-
metriosis or the control group.

The biggest differences between EPF and CPF were
observed in levels of miR-451a and -486-5p; moreover, these
miRNAs correlated significantly with RANTES levels (CPF:
r = 0.688, P<.001 and r = 0.581, P=.001; EPF: r = 0.281,
P=.019 and r = 0.282, P=.022, respectively). However,
miR-451a and -486-5p levels only correlated significantly
with MMP-3 in EPF (r = 0.440, P=.009 and r = 0.550,
P=.001, respectively). Finally, miR-486-5p levels were
significantly correlated with uPA in EPF but not in CPF (r =
0.374, P=.015 and r = —0.034, P=.874).

Although without reaching statistical significance, miR-
150-5p showed an important up-regulation in EPF in com-
parison with CPF. Moreover, as occurred with miR-451a
and -486-5p, miR-150-5p levels significantly correlated
with RANTES both in CPF and EPF (CPF: r = 0.354, P=.004
and r = 0.550, P=.001; EPF: r = 0.440, P=.009 and r =
0.550, P=.001).

DISCUSSION

In the present study we have described, for the first time, the
characteristic miRNA content in PF from women with endo-
metriosis as well as its relationship with the main proangio-
genic and proinflammatory factors. Endometrial PF
presented 126 mature miRNAs with significantly different
levels compared with CPF (78 down-regulated and 48 up-
regulated). For the validation phase in a larger cohort of
PFs, we selected five miRNAs whose target genes were related
to angiogenesis or inflammation (miR-29c¢-3p, -106b-3p,
-150-5p, -451a, -486-5p, and -1343-5p) (9, 15, 29).
Moreover, miR-130a-3p, -185-5p, and -195-5p were also
selected for the validation phase, because in a previous study
by our group (9) we detected that cultured stromal cells from
endometrium from patients significantly reduced the expres-
sion of these miRNAs in response to EPF. The analysis of PF
showed a significantly higher level of miR-106b-3p, -486-
5p, -451a, TIMP-1, IL-6, IL-8, and uPA in EPF compared
with CPF. Levels of miR-150-5p were also increased, although
differences did not reach statistical significance (Fig. 1C).
Regarding miR-451a, Graham’s team has recently published
two studies showing increased levels of this miRNA in ovarian
endometriomas that correlate with lesion size and with its
serum levels (30, 31). Provided that PF is mainly composed
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of blood components (32), and usually up-regulated proteins
in serum are proportionally up-regulated in PF (33), our re-
sults are in accordance with Graham’s, suggesting an impor-
tant role for miR-451a as a mediator of inflammation in the
peritoneal microenvironment. Furthermore, miR-451a has
been characterized as the most abundant miRNA in plasma
and the main miRNA within erythrocytes (34, 35). In
concordance with the retrograde menstruation theory (5),
blood and endometrial fragments migrate during

menstruation and are deficiently eliminated by the
peritoneal microenvironment in patients with
endometriosis, remaining and proliferating; it could be an
explanation of the observed enhancement of an
erythrocyte-specific miRNA in EPF.

The second most abundant miRNA in plasma is miR-486-
5p (35), similar to our findings in EPF (data not shown). In
2013 Rekker et al. (35) reported that this miRNA did not
modify its levels through the menstrual cycle in plasma
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from healthy women. Similarly, we have not found differ-
ences in miR-486-5p levels in CPF across the menstrual cycle
(35). However, our results indicate that miR-486-5p not only
is up-regulated in EPF in all three phases compared with CPF,
but it also presented different levels in each menstrual phase
(Fig. 2). Moreover, miR-486-5p has been defined as an exoso-
mal miRNA with a crucial role in intercellular communication
in colorectal cancer (36), which, combined with other miR-
NAs, could be used as biomarker of disease. Taking these
studies into account, our results suggest an interesting role
for miR-486-5p as a potential intercellular communicator in
endometriosis, which should be closely evaluated in future
studies.

In our study, with the exception of only miR-1343-5p, all
eight studied miRNAs presented increased levels in EPF in the
menstrual phase compared with other phases of the menstrual
cycle. Similar findings were observed regarding VEGF-A, IL-
8, MIP16, uPA, PAI-1, and MMP-3 proteins. These findings
are in accordance with Sampson’s theory (5), because
migrated endometrial fragments in the peritoneal cavity
require an increased capacity of implantation and
vascularization.

Regarding the revised American Society for Reproductive
Medicine stages of the disease, most of the miRNAs (miR-
106b-3p, -451a, and -486-5p) and proteins (VEGF-A, uPA,
PAI-1, IL-6, IL-8, IL-17A, MIP16, PDGF-AA, and RANTES)
presented higher levels the more advanced the disease, sug-
gesting that the PF might be a potential source of biomarkers
(37, 38).

Finally, and taking into consideration the fertility status,
whereas the enhancement of miR-106b-3p and -451a levels
seemed to be due to endometriosis, miR-185-5p trended to
be up-regulated in both sterile groups, suggesting its potential
role within endometriosis-related sterility, although addi-
tional validations are required. Interestingly, we found
VEGEF-A levels significantly higher in both sterile groups
(EPF and CPF) compared with their corresponding fertile
groups. Moreover, EPF from fertile women presented signifi-
cantly higher levels than CPF from fertile control women.
These findings suggest new role of peritoneal VEGF-A not
only in endometriosis pathogenesis but also in pregnancy
outcome.

In conclusion, we have described, for the first time, a
characteristic miRNA profile in PF from patients with endo-
metriosis. Moreover, the validation phase confirmed a signif-
icant increase of miR-106b-3p, -451a, and -486-5p in
comparison with CPF, independently of fertility status. Inter-
estingly, these miRNAs presented their highest levels in the
most advanced stages of the disease, as well as in the men-
strual phase in comparison with other phases of the menstrual
cycle. In addition, VEGF-A levels, although significantly
higher in EPF from sterile women, were significantly up-
regulated in both sterile groups (EPF and CPF), suggesting
its role as a biomarker for fertility outcome. Summarizing,
because of the role of miRNAs as intercellular communica-
tors, these findings may be useful to better understand the
peritoneal mechanisms that allow the implantation and sur-
vival of endometriotic lesions, although additional experi-
ments are required to validate this hypothesis.
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ABSTRACT

Introduction and objectives: An increased epicardial adipose tissue (EAT) thickness has become a new risk
factor for coronary heart disease (CHD). We aimed to study the role of EAT dysfunction as a CHD marker
by focusing on its thickness and microRNA (miRNA) expression profile, and the potential factors possibly
influencing them.
Methods: One hundred and fifty-five CHD sudden cardiac death victims and 84 non-CHD-sudden death
controls were prospectively enrolled at autopsy. A representative subset underwent EAT thickness
measurements and EAT miRNA expression profiling.
Results: Epicardial adipose tissue thickness was increased and allowed an accurate diagnosis of patient
status (among other measurements, EAT score area under the curve 0.718, P < .001). Epicardial adipose
tissue from patients showed 14 up- and 14 down-regulated miRNAs and miR-34a-3p, -34a-5p, -124-3p,
-125a-5p, 628-5p, -1303 and -4286 were validated by quantitative real-time polymerase chain reaction.
Patients exhibited higher EAT levels of miR-34a-3p and -34a-5p than controls (with a positive trend
considering EAT from coronaries without stenosis, with stable stenosis and complicated plaques) and
correlated with age only in controls. The mild positive correlation between liver and EAT miR-34a-5p
levels in patients (r = 0.295, P =.020) dramatically increased in EAT from complicated plaques (r = 0.799,
P =.017). Similar correlations were observed for high-sensitivity-C-reactive protein levels and miR-34a-5p
levels both in EAT and liver extracts.
Conclusions: Increased age-independent levels of miR-34a-3p and -34a-5p characterize the EAT miRNA
expression profile of CHD regardless of EAT thickness, anthropometric parameters, and the presence of
underlying atherosclerotic plaques.

© 2018 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

El grosor y una expresion de miARN alterada en la grasa epicardica se asocian
con enfermedad coronaria en victimas de muerte subita

RESUMEN

Introduccion y objetivos: El aumento de la grasa epicardica (GE) es un nuevo factor de riesgo de
enfermedad coronaria (EC). El estudio se propone profundizar en el papel de la GE como marcador de EC
centrandose en su espesor, el perfil de expresion de los microARN (miARN) y los factores que podrian
influir en ello.

Meétodos: Se recogieron prospectivamente 155 autopsias de victimas de muerte sibita cardiaca por ECy
84 de controles con muerte stbita no debida a EC. En un subgrupo se analizaron el espesor de la GE y su
patron de expresion de miARN.

Resultados: El grosor de GE estaba incrementado y brindaba buena precision para discriminar a los
pacientes (entre otras mediciones, area bajo la curva de la puntuacién de GE, 0,718; p < 0,001). La GE de
los pacientes presentd 14 miARN suprarregulados y 14 infrarregulados, y se validaron por reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real miR-34a-3p, -34a-5p, -124-3p, -125a-5p, 628-5p, -1303 y -4286.
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Las proporciones de miR-34a-3p y -34a-5p en la GE de los pacientes fueron mayores que en los controles
(con progresion entre la GE de coronarias sin estenosis, con estenosis estables y con placas complicadas)
y solo se correlacionaron con la edad en los controles. La discreta correlacién del miR-34a-5p en el
higado y la GE de los pacientes (r = 0,295; p = 0,020) aumenté llamativamente al considerar
exclusivamente la GE de placas complicadas (r = 0,799; p = 0,017). Se observaron correlaciones
similares con la proteina C reactiva ultrasensible y el miR-34a-5p en las muestras de GE e higado.
Conclusiones: El patron de expresion de miARN en la GE de la EC tipicamente muestra un aumento de
miR-34a-3p y -34a-5p que es independiente de la edad, el grosor de la GE, las mediciones
antropomeétricas y la presencia de lesiones coronarias subyacentes.

© 2018 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Abbreviations

CHD: coronary heart disease

EAT: epicardial adipose tissue

miRNA: microRNA

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease
SCD: sudden cardiac death

SD: sudden death

INTRODUCTION

Sudden cardiac death (SCD) is the leading cause of adult sudden
unexpected nontraumatic deaths in Western countries. It is usually
the first manifestation of cardiovascular disease,! with an
estimated incidence of 1.40-6.68 per 100000 inhabitants per
year.! Coronary heart disease (CHD) is its most prevalent cause in
industrialized countries, accounting for 60% to 80% of the SCDs.>>

Epicardial adipose tissue (EAT) thickness has been recently
proposed as a new cardiovascular risk factor.*® It is regarded as
brown/beige adipose tissue and exhibits a particular transcrip-
tomic activity including expression of proinflammatory and
antifibrinolytic adipokines.”~'° It is located between the myocar-
dium and the visceral pericardium, mostly concentrated along the
main coronary arteries. Thus, its close spatial relationship with
these structures provides the rationale for suspecting that either
paracrinally or vasocrinally EAT could promote CHD and possibly
its destabilization.'’

Other ectopic fats, such as those associated with nonalcoholic
fatty liver disease (NAFLD), have also been associated with
cardiovascular risk factors, CHD, and cardiovascular events.!?~!°
Of note, NAFLD has been associated with EAT thickness'®!” and
CHD!” but little is known about the underlying mechanisms, which
remain independent from cardiovascular risk factors including
metabolic syndrome.!”

MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs widely
expressed in healthy and diseased tissues. They may play a key
role both as effectors of deregulated pathways (amenable as
therapeutic targets) and as useful biomarkers. Some of them have
been related to dyslipidemia,'®!® adipogenesis,?®?! NAFLD (nota-
bly miR-34a%%?%), and a wide range of cardiac disorders.>*
Recently, 2 articles described a miRNA proinflammatory signature
involving the insulin signaling pathway in the EAT from CHD
patients.?>?% Very valuable and brand new data were reported
but certain issues remained unexplored. One example is the
variability of EAT miRNA expression depending on the presence
and stability of atherosclerotic plaque. Another instance is the
possibility that the increased EAT thickness could explain its
increased miRNA levels in CHD patients. Our study aimed to fill
these knowledge gaps to further characterize the distribution and
depth of EAT and its miRNA expression profile as a marker of CHD

in SCD victims. First, our patient group comprised not only stable
but unstable coronary lesions. Second, in addition to miRNAs
analyses, systematic EAT measurements were made to assess their
correlation with CHD and miRNAs levels. Third, the EAT miRNA
expression profiles were studied according to the presence/
absence of underlying significant stenosis. Fourth, we studied
the relationship between liver and EAT miR-34a-5p. Finally, the
sample size of the present report consisted of at least twice as
many individuals as previous studies.?>°

METHODS
Clinical Groups

One hundred and fifty-five cases of SCD due to CHD (CHD-SCD,
patients) and 84 cases of non-CHD unexpected sudden deaths
(non-CHD-SD, controls) with negative toxicological studies were
prospectively enrolled from 2008 to 2013. The definition of sudden
death (SD) followed international recommendations.! Coronary
heart disease due to SCD autopsies identified at least 1 significant
coronary stenosis (> 75%) and/or complicated plaques (with
erosion, rupture, thrombosis and/or intraplaque hemorrhage) and/
or acute or healed histologic signs of myocardial infarctions.?’
Non-CHD-SD controls comprised 38 noncardiac SDs and 46 non-
ischemic SCDs (myocarditis and primary cardiomyopathies).
Premortem clinical information, circumstances of death, autopsy
examination including body mass index, abdominal circumfer-
ence, heart and liver examination and routine toxicological
analyses satisfied current guidelines.?’

Our protocol conformed to the ethical guidelines of the
1975 Declaration of Helsinki and was approved by the human
research committee of our institution. Patients and controls were
dead at the time of enrollment and all the biological samples
analyzed had been obtained at the forensic autopsy required by
Spanish Laws in cases of out-of-hospital unexpected SDs. Thus,
no written informed consent was obtained.

Analytical Parameters

Whenever possible, analytical parameters were quantified in
postmortem peripheral blood. Total cholesterol, triglycerides, and
GGT were determined by enzymatic and high-density lipoprotein
cholesterol with direct methods (Architect 16000 Abbott Diag-
nostic). When triglycerides were < 300 mg/dL, low-density
lipoprotein cholesterol was calculated with the Friedewald
formula. Very low-density lipoprotein cholesterol was obtained
from triglycerides/5. Lipoprotein(a) and apolipoprotein A and B
were measured using kinetic nephelometry (Immage Nephelome-
ter, Beckman Coulter Inc., Brea, California, United States) and high-
sensitivity C-reactive protein levels with kinetic turbidimetric
methods (Immage Nephelometer).
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Table 1
General Parameters in CHD-SCD Patients Versus Non-CHD-SD Controls
CHD-SCD Non-CHD-SD P, P?
patients controls
(n =155) (n=84)
Postmortem interval, h 229 + 122 24.0 £ 9.7 .649
(n=155) (n=284)
Coronary arteries with significant stenosis — —
0 vessel 1%
1 vessel 26%
2 vessels 33%
3 vessels 40%
(n=119)
Complicated plaque® 34% — —
(n=119)
Age, y 482 + 7.2 38.6 £ 11.5 < .001, < .001
(n =155) (n=84)
Males 137 (88%) 58 (69%) < .001, .005
(N = 155) (N = 84)
BMI, kg/m? 28.7 + 5.4 26.5 + 4.7 .003
> 30 kg/m? 52/143 (36%) 13/73 (18%) .005
(n=139) (n=72)
AC, cm 98.3 + 143 904 + 11.9 < .001, .008
(n =144) (n=71)
EAT thickness (mm) at the
RV anterior wall 3.0 [2.0-5.0] 2.0 [1.0-4.0] .013
RV posterior wall 5.0 [4.0-8.0] 4.0 [3.0-6.0] .013
RV posterior wall 0.0 [0.0-2.0] 0.0 [0.0-2.0] .842
LV anterior wall 2.00 [0.00-3.25] 1.00 [0.00-2.5] .003
LV lateral wall 1.0 [0.0-2.0] 0.0 [0.0-1.0] 070
LV posterior wall 0.0 [0.0-2.0] 0.0 [0.0-2.0] .824
Right AV groove 15.0 [10.3-20.0] 12.0 [2.0-15.0] < .001
Left AV groove 119 + 4.8 9.7 £5.8 .006, .004
Anterior IV groove 99 +44 73 +45 < .001, .026
(n=130) (n=173)
EAT score, mm 53.0 + 18.2 39.6 + 16.1 < .001
(n =130) (n=173)
Plasma parameters
Total cholesterol, mg/dL 196.2 £+ 55.7 164.6 £ 53.9 .004
LDL-C, mg/dL 98.4 +47.1 80.5 + 52.1 181
Very LDL-Cl, mg/dL 829 +374 714 + 221 .088
HDL-C, mg/dL 36.7 £ 123 38.9 + 128 347
Triglycerides, mg/dL 418.6 + 188.5 357.8 + 1105 .075
Lipoprotein(a), mg/dL 22.9 [6.7-50.4] 10.2 [4.3-36.9] 216
Lipoprotein(a) > 30, mg/dL 51/125 (40.8%) 12/34 (35.3%) .561
hs-CRP, U/L 3.51 [1.5-8.0] 1.55 [0.49-3.63] .002
(n =125) (n=34)

AC, abdominal circumference; AV, atrioventricular; BMI, body mass index; CHD, coronary heart disease; EAT, epicardial adipose tissue; EAT score, total sum of the epicardial
adipose tissue thickness measurements in each individual; HDL-C, high-density lipoproteins cholesterol; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; IV, interventricular;
LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; LV, left ventricular; RV, right ventricular; SCD, sudden cardiac death; SD, sudden death.
Unless otherwise indicated, values are expressed as mean =+ standard deviation or median [range].

2 Regression model (conditional forward method) including age, sex, BMI, abdominal circumference, right AV groove, RV anterior wall, RV lateral wall, left AV groove,
LV anterior wall, IV septum along the anterior descendent coronary artery, EAT score, total cholesterol and hs-CRP.

b Complicated plaques included atherosclerotic plaque rupture, erosion, thrombosis and/or intraplaque hemorrhage.

Epicardial Adipose Tissue Thickness

During the macroscopic examination of the heart, cross-
sectional cuts were made at every 0.5 cm starting at the apex,
always parallel to the atrioventricular grooves, to register the
maximal EAT thickness at each site (Figure 1 of the supplemen-
tary material). The total sum of the EAT thicknesses in each

individual was termed EAT score, and was regarded as an
estimate of the total amount of EAT in the heart.

Tissue Sample Collection for miRNA Analyses

Epicardial adipose tissue samples in patients were obtained
mainly from coronary arteries with significant stenosis, some from
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the vicinity of complicated plaques and some from coronary
arteries without stenosis, whereas in controls EAT extracts always
came from coronary arteries without stenosis. Samples, immedi-
ately rinsed in cold phosphate-buffered saline to eliminate blood
contamination, were stored in RNA later (Ambion, Austin, Texas,
United States) at -20 °C until their study. Fresh liver samples were
collected and processed as previously described.'®

RNA Extraction

Total RNA was extracted from EAT using the mirVana-Paris
miRNA isolation kit (Ambion), according to the manufacturer’s
protocol. The RNA concentration and purity were determined
using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop Tech-
nologies, Wilmington, Delaware, United States). Ribonucleic acid
quality for miRNA expression arrays was assessed using the Agilent
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
United States).

miRNA Expression Profiles

Ribonucleic acid for microarray analyses included 3 EAT samples
of controls (in particular, 1 EAT sample next to the healthy left
anterior descending artery from each control) and 3 EAT samples
from patients (from coronary arteries with significant stable
stenosis, in particular 2 from the left anterior descending artery
and 1 from the right coronary artery). They were performed at the
Array Service of our institution (Instituto de Investigacion Sanitaria La
Fe, Valencia, Spain) with the GeneChip miRNA 3.0 Array (Affymetrix,
Santa Clara, California, United States), which contains probes of
1733 mature human miRNAs (miRBase version 17).

Data analysis was performed by using PARTEK Genomic Suite
software (PARTEK, St. Louis, Missouri, United States) and normal-
ized using a Robust Multiarray Analysis algorithm. A list of miRNAs
with significant differences (+ 1.5-fold change; P value < .05)
between patients and controls was obtained. Bioinformatic tools
(mirbase.org, microrna.org, targetscan.org, and Diana tools) enabled
us to choose 7 miRNAs among those differently expressed, whose
targets were involved in atherosclerosis, lipid metabolism, or
adipocyte pathophysiology: miR-34a-3p, -34a-5p, -124-3p, -125a-5p,
-628-5p, -1303 and -4286.

miRNA Quantification by Quantitative Real-time Polymerase
Chain Reaction in Epicardial Adipose Tissue and Liver
Samples

Our selected miRNAs were validated in 28 EAT samples from
28 controls and 186 EAT samples from 99 patients (1 EAT sample
from a coronary artery with significant stable stenosis was
collected in 78 patients, 1 EAT sample from a complicated plaque
in the 21 remaining patients, and finally 1 EAT sample from a
coronary artery without atherosclerotic plaques in 87 of the
aforementioned patients). Since the levels of the small nuclear RNA
RNUG6B were highly variable in our real-time quantitative real-time
polymerase chain reaction runs, we selected the miRNA-363-3p
instead as endogenous control, with stable expression in our arrays
and quantitative real-time polymerase chain reaction runs.
Hepatic miR-34a-5p was quantified in liver samples from
23 controls and 62 patients from whom paired EAT samples had
been obtained (1 EAT sample from a coronary artery without
significant stenosis was collected in each of the 23 controls, 1 EAT
sample from a coronary artery with a significant stable stenosis in
54 patients, 1 EAT sample from a complicated plaque in the
8 remaining patients, and finally 1 EAT sample from a coronary
artery without atherosclerotic plaques in 55 of the aforementioned
patients).

Quantitative real-time polymerase chain reaction quantifica-
tions were performed using miRCURY LNA Universal RT microRNA
PCR (Exiqon, Vedbaek, Denmark) and a Light Cycler 480 II
instrument (Roche Applied Science, Penzberg, Germany) following
the manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis

Qualitative variables are expressed as percentages and were
compared with the chi-square test. Depending on the normality of
the test, continuous variables are expressed as mean =+ standard
deviation, mean + standard error of the mean or median and range
[percentile 25-percentile 75] and were compared with the Student
t test, ANOVA or the Mann-Whitney U test, where applicable. miRNA
quantification is presented as fold change relative to the results
obtained in EAT from healthy coronaries in controls. Correlations
were determined using the Spearman rho test or the Pearson

Table 2
Correlations Between EAT Measurements and Epidemiologic, Anthropometric and Analytical Parameters in CHD-SCD Patients (n = 130) and non-CHD-SD Controls
(n=73)
Right AV groove Anterior RV wall Lateral RV wall Left AV groove Anterior LV wall Anterior IV groove EAT score
r (P) r(P) r(P) r(P) r(P) r(P) r(P)
Age Patients 0.269 (.022) 0.553 (< .001) 0.228 (.054) 0.201 (.091) 0.308 (.009) 0.179 (.133) 0.395 (.001)
Controls  0.099 (.267) 0.251 (.004) 0.176 (.046) 0.082 (.358) 0.136 (.124) 0.117(.189) 0.254 (.004)
BMI Patients 0.217 (.083) 0.420 (.738) 0.320 (.009) 0.182 (.147) —0.038 (.764) 0.065 (.605) 0.279 (.027)
Controls  0.214 (.019) —0.022 (.808) 0.182 (.045) 0.164 (.172) —0.011 (.903) 0.174 (.056) 0.185(.043)
AC Patients 0.228 (.072) 0.930(.467) 0.255 (.044) 0.309 (.014) —0.054 (.667) 0.064 (.618) 0.288 (.025)
Controls 0.245 (.007) 0.061 (.507) 0.227 (.012) 0.223 (.014) 0.051 (.582) 0.179 (.151) 0.268 (.003)
TC Patients 0.283 (.171) 0.214 (.305) 0.258 (.214) 0.277 (.180) —0.045 (.833) 0.370 (.068) 0.312 (.129)
Controls ~ —0.021 (.829) ~0.072 (.459) ~0.121 (.208) ~0.034 (.728) 0.123 (.202) ~0.122 (.206) ~0.115 (.235)
hs-CRP  Patients 0.263 (.203) 0.386 (.057) 0.327 (.110) 0.088 (.677) 0.099 (.638) 0.304 (.139) 0.364 (.073)
Controls  0.016 (.870) 0.087 (.378) 0.100 (.309) 0.073 (.455) -0.98 (.315) —0.047 (.629) 0.086 (.380)

AC, abdominal circumference; AV, atrioventricular; BMI, body mass index; CHD, coronary heart disease; EAT score, total sum of the epicardial adipose tissue thickness
measurements in each individual; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; IV, interventricular; LV, left ventricular; RV, right ventricular; SCD, sudden cardiac death;

SD, sudden death; TC, total cholesterol.
Statistical significance (P < .05) was assessed by Pearson correlation.
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correlation coefficient, where applicable. To assess the performance analyses were performed with the Statistical Package for the Social

of the classifiers, receiver operating characteristic curves were drawn. Sciences Release 20.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, United
A Pvalue < .05 was considered statistically significant. The statistical States).

A 1 T B For thickness > 3.5 mm
Accuracy for status prediction: g AUC P S :
N ens. Specif.
CHD-SCD patients versus P
non-CHD-SAD controls EATscore 0718 <.001
08 Right AV groove 0674  <.001  94%  32%
Anterior IV groove  0.650 <.001 93% 24%
Anterior LV wall 0.628 .003 25% 84%
206
= Anterior RV wall 0.598 .022
@ Lateral RVwall 0597 023
o)
N 04 EAT score Left AV groove 0.594 .028 92% 23%
Right AV groove Lateral LV wall 0.581 .058 16% 96%
Anterior IV groove Posterior RV wall ~ 0.517 699
024, o Anterior LV groove Posterior LV wall  0.511 806 13%  96%
T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8
1-Specificity

Figure 1. Accuracy of EAT measurements for status prediction in CHD-SCD patients (n = 130) and non-CHD-SD controls (n = 73). A: only AUC with the most
statistically significant P values and their reference line are shown. B: all AUC are listed with the most useful combination of sensitivity and specificity for each EAT
measurement (cutoff point > 3.5 mm). AUC, area under the curve; AV, atrioventricular; CHD, coronary heart disease; EAT, epicardial adipose tissue; EAT score, total
sum of the EAT thickness measurements in each individual; IV, interventricular; LV, left ventricular; SCD, sudden cardiac death; SD, sudden death. Sens., sensitivity;
Specif., specificity. Statistical significance (P < .05) was assessed by the receiver operating characteristic method.
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Figure 2. miRNA expression profile in EAT samples from 3 CHD-SCD patients and 3 non-CHD-SD controls. A: unsupervised hierarchical clustering showing different
miRNAs expression patterns (red for up-regulated miRNAs, blue for down-regulated miRNAs). B: Vulcano plot representing the magnitude of the changes of
those miRNAs differentially expressed (+ 1.5 fold change, P < .05, shaded lines). CHD, coronary heart disease; EAT, epicardial adipose tissue; miRNA, microRNA;
SCD, sudden cardiac death; SD, sudden death. Statistical significance (P < .05) was assessed by ANOVA.
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Table 3

Quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction miRNA Levels in EAT Extracts From non-CHD-SD Controls and CHD-SCD Patients, in the Latter Attending to the
Presence/absence of Underlying Stable Atherosclerotic Stenosis and Unstable Plaques

miRNA EAT from arteries without plaque EAT from arteries without EAT from arteries with EAT from arteries with complicated
in non—-CHD-SD controls plaque in CHD-SCD patients plaque in CHD-SCD patients plaques in CHD-SCD patients
(n =28) (n=187) (n =78) (n=21)

-34a-3p 1.00 + 0.11 2.02 + 0.17*° 1.97 + 0.15*° 2.76 + 0.61°¢

-34a-5p 1.00 + 0.14 1.83 + 0.15%" 1.74 £ 0.14° 2.65 + 0.58°¢

-124-3p 1.00 + 0.08 0.92 + 0.07 0.98 + 0.07 0.95 + 0.19

-125a-5p 1.00 + 0.11 1.26 + 0.10 0.99 + 0.09 1.30 +£0.19

-4286 1.00 + 0.11 1.40 + 0.15 1.13 £ 0.19 1.05 +£ 0.24

-628-5p 1.00 + 0.14 1.32 £ 0.13 122 +0.14 1.25 £ 0.18
(n=26) (n=385) (n=77) (n=20)

-1303 1.00 + 0.13 1.11 + 0.09 1.23 £0.15 0.93 +0.19
(n=14) (n=47) (n=41) (n=14)

CHD-SCD, sudden cardiac death due to coronary heart disease; EAT, epicardial adipose tissue; miRNA, microRNA; non-CHD-SD, sudden death due to noncoronary heart

disease causes.

Data are expressed as mean + standard error of the mean. miRNA expression is presented as fold change relative to levels in EAT from arteries without plaque in non-CHD-SD

controls.
Any group vs control:
2 P<.01.

b Regression model (conditional forward method) including age, sex, body mass index, abdominal circumference, EAT score and total cholesterol. P < .05.

€ P<.05.

RESULTS
Study Population

No significant differences were observed in postmortem
intervals. The general characteristics of patients and controls are
presented in Table 1. Compared with controls, patients were older,
mainly men and exhibited higher values for anthropometric
values, total cholesterol, and high-sensitivity C-reactive protein.
Complicated atherosclerotic plaques were seen in 34% of the
patients and this situation was only associated with age (46.2 4+- 8.4
vs 48.6 + 6.1, for patients with and without complicated plaques,
P =.002).

Epicardial Adipose Tissue Thickness

Patients exhibited a thicker EAT than controls at different
sites (Table 1). On adjustment in a multivariate model with age,
sex, body mass index, and abdominal circumference, only EAT
thickness at the left atrioventricular and the anterior interven-
tricular grooves remained significantly increased. The thickest
EAT was observed at the atrioventricular grooves in both
groups.

Epicardial adipose tissue thickness at each site significantly
correlated with the total EAT score (Figure 2 of the supplementary
material). At different sites of the right ventricle and atrioventri-
cular grooves, EAT thickness often showed a mild positive
correlation with age, body mass index and abdominal circumfe-
rence, which was rare for EAT at left ventricular locations
(Table 2).

Epicardial adipose tissue thicknesses discriminated well
between patients and controls (Figure 1). The best area under
the curve was observed for the EAT score followed by the right
atrioventricular groove and the anterior interventricular groove.
They exhibited high sensitivity but low specificity for the cutoff of
3.5mm and inverse estimates were found for the anterior,
posterior and lateral left ventricular walls.

miRNA Expression Profiles in Epicardial Adipose Tissue

miRNA expression profile in patients and controls clustered
separately (Figure 2A). Twenty-eight mature miRNAs were found
to be significantly deregulated: 14 up- and 14 down-regulated in
patients (Table 1 of the supplementary material). To validate these
results, 7 miRNAs were selected among them regarding their
potential targets (lipid metabolism, adipocyte physiopathology or
other related pathways involved in atherosclerosis and plaque
destabilization), namely miR-34a-3p, -34a-5p, -124-3p, -4286,
-125a-5p, -628-5p, and -1303 (Figure 2B).

! Accuracy for status prediction: P
CHD-SCD patients
versus non-CHD-SD
0.8—1 controls
0.6—
=
=
.‘5,‘
G 04—
n
EAT miR-34a-3p
02— AUC 0.745, P < .001
EAT miR-34a-5p
0- AUC 0.746, P < .001

1-Specificity

Figure 3. Accuracy of EAT miRNA-34a-3p and miRNA-34a-5p levels for status
prediction in CHD-SCD patients (n = 186) and non-CHD-SD controls (n = 28).
ROC curves for miRNA with statistically significant results and their reference
line are provided. AUC, area under the curve; CHD, coronary heart disease; EAT,
epicardial adipose tissue; miRNA, microRNA; ROC, receiver operating
characteristic; SCD, sudden cardiac death; SD, sudden death. Statistical
significance (P < .05) was assessed by the ROC method.
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Validation Phase of Selected miRNAs

Higher levels of miR-34a-3p and -5p were found in EAT from
patients than in controls, irrespective of the presence or absence of
atherosclerotic plaques nearby (Table 3). When specifically
addressed in patients, no differences were identified in any of the
miRNAs analyzed regarding the presence or absence of coronary
stenosis underneath. However, a trend toward a greater deregula-
tion of miR-34a-3p and -34a-5p in EAT adjacent to complicated
atherosclerotic plaques was observed (Table 3). The accuracy for
prediction of the clinical group (patients vs controls) was
statistically significant for EAT miR-34a-3p and -34a-5p (Figure 3).

Only in the control group, EAT miR-34a-3p and -34a-5p
significantly correlated with age and miR-34a-3p, -34a-5p
and -124-3p also correlated with the EAT score and several
individual EAT thickness measurements (Table 2 of the supple-
mentary material). No other potentially relevant (r > 0.5) and
statistically significant correlations were observed in controls or
patients.

We previously reported increased hepatic miR-34a-5p levels in
SD victims with CHD and/or NAFLD'® and in the present study we
assessed them simultaneously in liver and EAT extracts of controls
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and patients. We found a mild and significant correlation between
miR-34a-5p levels in liver and in EAT close to coronary stenosis in
patients, which markedly increased in the subgroup of EAT samples
from complicated plaques (Figure 4A). Furthermore, we explored the
relationship of high-sensitivity C-reactive protein and miR-34a-5p
assessed either in EAT samples or in liver specimens from the same
patients (Figure 4B and C). Again, the mild significant correlations
observed in the EAT adjacent to atherosclerotic plaques grew
stronger when only EAT from complicated atherosclerotic plaques
was analyzed. In contrast, no significant correlations were found in
EAT from coronary arteries without stenosis from the same patients
or in EAT from controls (data not shown).

DISCUSSION

The series presented here confirms knowledge that CHD-SCD
predominates in men who are older and exhibit a more unfavorable
anthropometric profile (higher body mass index and abdominal
circumference) compared with victims of non-CHD-SD. More
importantly, we have explored the role of EAT in CHD from a
double innovative perspective, in terms of anatomical thickness and
physiopathological effect mediated by miRNAs.

CHD-SCD patients:
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Figure 4. Correlations between EAT and hepatic miR-34a-5p levels and between each of them and hs-CRP in CHD-SCD patients (n = 78). Epicardial adipose tissue
was obtained from diseased coronary arteries. A: correlation between EAT and liver miR-34a-5p levels. B: correlation between EAT miR-34a-5p and hs-CRP levels.
C: correlation between hepatic miR-34a-5p and hs-CRP levels. CHD, coronary heart disease; EAT, epicardial adipose tissue; SCD, sudden cardiac death; hs-CRP,
high-sensitivity C-reactive protein. Statistical significance (P < .05) was assessed by Pearson correlations.
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Epicardial adipose tissue thickness at different sites was
significantly increased in patients compared with controls in the
uni- and multivariate model even though some important
analytical parameters (total cholesterol and high-sensitivity C-
reactive protein levels) lost their statistical significance in the
multivariate model (Table 1). We report, for the first time, a good
accuracy of the postmortem EAT thickness in almost all locations
to predict CHD as the cause of death (Figure 1). In keeping with
previous knowledge,* we suggest that fat does not homogeneous-
ly accumulate in the heart; indeed deposits predominate at the
AV grooves, where there is more room to be filled (Figure 5).
However, the finding of EAT on the left ventricular surface outside
the grooves is clearly abnormal. Thus, we found high sensitivity
with low specificity for EAT thickness at the AV grooves and
opposite estimates for EAT thickness at the left ventricular
surface (Figure 1), in keeping with previous echocardiographic
reports.?®

The chronic low-grade inflammation that characterizes CHD
may induce a different miRNA expression profile in EAT.?*3° To our
knowledge, only 2 studies have assessed the role of EAT miRNAs in

stable CHD based on a reduced number of samples obtained during
bypass grafting or valvular heart surgery.?>?® Each study identified
a specific miRNA profile in CHD patients but no correlations with
EAT thickness and no subanalyses concerning the stability of the
plaques underlying EAT were performed. Like other authors,>! we
obtained good-quality postmortem EAT samples. Our results
confirm that CHD is associated with a deregulated miRNA EAT
expression pattern (Figure 2). Gross differences in the setting of our
study and the 2 previous ones?>>?® explain the differences in
the identified miRNAs. Our series shows for the first time that the
linear association in controls between EAT thickness and age with
miRNAs levels is lost when CHD is established (Table 2 of the
supplementary material). The shift in miRNA profile may probably
be gradual due to the increasing levels of miR-34a-3p and -34a-5p
in EAT from healthy coronary arteries of controls, from patients
without stenosis, surrounding stable stenosis or complicated
plaques (without statistical differences in the 2 latter groups,
Table 3). Thus, we have proven that whenever EAT changes toward
a more unfavorable profile, the miR34a-3p and -34a-5p levels
increase so much that age and EAT thickness eventually lose their
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Figure 5. Hypothesis for the region-dependent EAT accumulation and its role in the heart. Fat deposits start at the grooves and then extend to the RV and finally
LV surfaces. A: schematic view of the initial EAT deposition at the AV grooves in a control, with a low EAT score. B: at an advanced deposition stage, EAT accumulates
not only at the grooves (with a maximal dept