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Resum

L'ictus és una de les primeres causes de dependéncia i discapacitat en el nostre pais i en el mon. Una
mala recuperacié de la lesié isquémica s'associa a un deteriorament neuroldgic. En aquesta recuperacio
hi intervenen diversos processos fisiologics: és necessaria una revascularitzacio de la regi6 afectada
que aporti oxigen i factors trofics, I'angiogénesi; per altra banda, també s'ha d'activar la neurogénesi, la
neuritogénesi i la sinaptogenesi per tal de recuperar el teixit neuronal danyat amb noves cél-lules,
projeccions neuronals i interaccions neuronals. Tots aquests processos estan ampliament regulats per
I'activacio-inhibicio de diversos gens. A la vegada, els microRNAs, per la seva implicacié en la
regulacio de I'expressid génica, participarien en el control de tots els processos esmentats.

En aquest estudi s’analitzaren els perfils d’expressio de microRNAs (miRNAs) de mostres de sang
periférica de pacients que havien patit un ictus d’etiologia criptogenica als quals se’ls havia otorgat un
valor de pronostic funcional als tres mesos d’haver patit I’ictus segons la Modified Rankin Scale
(mRS) que permetia separar-los amb dos grups: grup control (good-outcome) i grup problema (bad-
outcome).

Els nivells d'expressié dels miRNAs es determinaren utilitzant el Chip Affymetrix miRNA 3.0, el qual
analitza 1733 microRNAs humans a més d’altres molécules petites de RNA, tals com small nucleolar
RNAs (snoRNAS) i non-coding RNAs (ncRNAS).

Posteriorment, es compararen els perfils d'expressié de miRNAs dels pacients control als 0 mesos
envers els dels pacients problema als 0 mesos, els perfils d’expressio dels pacients problema als 3
mesos envers els del mateix grup als 0 mesos i els perfils d’expressié dels pacients control als 3 mesos
envers els del mateix grup als 0 mesos. Els miRNAs on s’apreciaren canvis més significatius, tant a
nivell de sobre-expressio com d’infra-expressio, varen ser analitzats amb més profunditat: es va dur a
terme una recerca de bibliografia i es determinaren els seus potencials gens diana mitjancant eines
bioinformatiques, per aixi investigar les seves possibles implicacions en les vies de recuperacio
funcional.

A partir dels resultats obtinguts es suggeriren una série de miRNAs com a possibles reguladors de les
vies de recuperacid funcional. S’hauran de dur a terme estudis de validaci6 i funcionalitat en una
cohort més amplia de pacients per confirmar la implicacié dels miRNA identificats en la modulaci6 de
les vies de recuperacio funcional posteriors a I’ictus isquémic.
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1. Introduccio

1.1. Concepte d’ictus
L’ictus és una patologia produida com a conseqiiéncia d’una alteracié del flux sanguini cerebral,
provocant trastorns transitoris o definitius d’una o diverses regions de I’encéfal. N’existeixen multitud
de tipus, els quals es poden organitzar en una série de classificacions les quals depenen de diversos
factors: perfil evolutiu; caracteristiques de la neuroimatge; naturalesa, mida i topografia de la lesio;
mecanisme de produccio; entre d’altres. També és important conéixer 1’etiologia de la patologia per
aixi poder aplicar un tractament adequat i una prevencié secundaria eficag’.

1.2. Classificacions de la patologia
Pel que fa al mecanisme de produccid de la patologia, es poden diferenciar dos grans grups: ictus
isquémic i ictus hemorragic. En aquest treball ens centrarem amb 1’ictus isquémic, el qual es genera
com a conseqiiéncia d’un trastorn qualitatiu o quantitatiu en I’aport circulatori®. Per altra banda, 1’ictus
hemorragic fa referencia a una extravasacio de sang dins la cavitat cranial produida per la ruptura d’un
vas sanguini, ja sigui arterial o venos, com a conseqiiéncia de diversos mecanismes. Aquest es pot
classificar en funci6 del lloc on es produeix I’hemorragia: intracerebral i subaracnoidea’.

L’ictus isquémic, representa entre el 80 i el 85% dels casos, en canvi, I’ictus hemorragic només ocupa
entre el 15 i el 20% restant®.

Segons les zones de I’encéfal afectades en podem diferenciar dos subtipus: isquémia cerebral focal,
quan només afecta una regi6 de 1’encéfal; i isquémia cerebral global, quan afecta a tot I’encéfal. A la
vegada, es consideren dos tipus d’isquémia cerebral focal: 1’atac isquémic transitori i I’infart cerebral.
L’atac isqueémic transitori €s un periode curt de disfuncio neurologica on s’aprecien simptomes clinics

que duren menys d’una hora. A més, no hi ha evidéncies d’infart cerebral apreciables a través de les
técniques de neuroimatge. Tanmateix, els pacients que el pateixen s6n considerats un grup d’alt risc
d’ictus i altres patologies vasculars’. En canvi, I’infart cerebral és aquell on 1’aport circulatori es veu
alterat durant almenys 24 hores, provocant una necrosi tissular apreciable a través de les tecniques de
nueroimatge”.

Aixi mateix, podem diferenciar diversos tipus d’infart cerebral segons la classificacié de Trial of Org
10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST), la qual els classifica en funci6 de la seva etiologia:
aterotrombotic, cardioembolic, lacunar, inhabitual i indeterminat®.

- Infart aterotrombotic 0 provocat per arteriosclerosis dels grans vasos: en general afecta una zona
mitjana (1,5 a 3 cm) o gran (>3 cm) de I’encéfal i el pacient ha de patir una arteriosclerosi clinicament
generalitzada o una estenosi de les artéries cerebrals’.

- Infart cardioembolic: també afecta generalment una zona mitjana o gran de I’encéfal i es presenta de
manera instantania (minuts) o aguda (hores), provocant un deficit neurologic maxim en les primeres
fases. A més, és imprescindible la preséncia d’una cardiopatia emboligena demostrada (grup de
condicions heterogénies que predisposen a tenir un elevat risc de tromboembolismes sistemics, un
exemple n’¢s la fibril-lacié auricular) i I’abséncia d’una oclusio o estenosi arterial.




-Infart de tipus lacunar: causa una lesié de petita mida (<15 mm de diametre) localitzada a la zona de
distribuci6 de les arterioles perforants cerebrals i es produeix en pacients amb hipertensié arterial o
que presenten altres factors de risc vascular cerebral®.

- Infart de causa rara: afecta una zona petita, mitjana o gran d’un pacient sense factors de risc vascular
cerebral al qual s’han descartat les altres etiologies (infart cardioembolic, lacunar i aterotrombotic).
D’aquesta manera sol ser provocat per una arteriopatia no arteriosclerotica o per una patologia
sistémica’.

-Infart d’etiologia indeterminada, en el qual ens centrarem en aquest treball: afecta a una zona mitjana
o0 gran de I’encefal i pot ser provocat per la coexisténcia de dues o més etiologies desencadenants, una
causa desconeguda o criptogénica o per un estudi incomplet o insuficient’.

Si ens fixem en el perfil evolutiu de la patologia, podem diferenciar tres grups: 1’ictus progressiu o
en_evolucio, I’ictus amb tendéncia a la millora amb seqiieles minimes i I’ictus estable. L’ictus
progressiu o0 en evolucié és aquell on les manifestacions cliniques inicials evolucionen cap a
I’empitjorament del pacient, ja sigui per la localitzacid de la lesio, per I’aparicié de nous simptomes o
per ambdues circumstancies. Per altra banda, I’ictus amb tendéncia a la millora o amb seqiieles
minimes fa referéncia als pacients que segueixen un curs regressiu i per tant, a les tres setmanes de
I’inici de la simptomatologia la recuperacido de la lesid neurologica és igual o superior al 80%.
Finalment, I’ictus estable és aquell on el déficit neurologic inicial no es veu modificat™.

1.3.  Meétodes i tecniques diagnostiques a ’ictus
Els pacients que presenten un quadre suggestiu de patir una patologia cerebrovascular o ictus han de
passar per un procés dirigit a: la confirmacié del diagnostic; la determinacio del tipus d’ictus i
I’extensio de la lesio; el coneixement de la situacid del sistema vascular i la seva etiologia i patogénia.
Aquest procés s’ha de dur a terme de manera rapida i ens ha de permetre indicar un tractament adient
pel pacient i establir un pronodstic evolutiu a curt i llarg termini®.

D’aquesta manera el procés es basa en tres apartats: historia clinica del pacient, exploracié general i
neuroldgica i exploracions paracliniques. Aixi mateix, les exploracions paracliniques es poden
subdividir en tres parts: ’avaluaci6 sistémica (dades analitiques i radiografia de torax), les técniques
de neuroimatge i 1’avaluacio cardiaca’.

Pel que fa a I’avaluacié de les dades analitiques, es duran a terme una série de proves seguint unes
consideracions determinades. Aquestes inclouen diversos estudis: hematoldgics (hemograma complet,
velocitat de sedimentaci6 globular, plaquetes, temps de protrombina, temps parcial de tromboplastina,
fibrinogen i homocisteina plasmatica); bioquimics; endocrins; immunologics; seroldgics; genétics i del
liquid cefaloraquidi (LCR), el qual s’obté a través d’una punci6 lumbar’,

En relaciéo a les proves de neuroimatge, destaquen la tomografia computeritzada cranial i la
ressonancia magnética cranial. La tomografia computeritzada cranial permet la diferenciaci6 precisa
entre un ictus isquemic i un hemorragic, a més ajuda a descartar la presencia de lesions intracranials
d’origen no vascular. Aixi, aquesta técnica constitueix 1’examen neurologic de primera eleccid a la

major part dels hospitals’. D’altra banda, la ressonancia magnética cranial proporciona una
identificacié més precisa de la topografia, extensio i etiologia de determinats tipus d’ictus. Tanmateix
aquesta altra tecnica no sol ser considerada una exploracié de primera eleccié en el diagnostic
primerenc de la isquémia cerebral®.



1.4, Impacte economic social i sanitari de la patologia

Les malalties cerebrovasculars constitueixen una de les primeres causes de mort, juntament amb les
patologies cardiovasculars i el cancer®. Concretament son la tercera causa de mortalitat en el moén
occidental i la segona a Espanya, la primera causa de discapacitat fisica en adults i la segona de
demeéncia segons la Organitzacié Mundial de la Salut®. Als sis mesos d’haver patit I’ictus, un 26,1%
dels pacients han mort, un 41,5% son independents i un 32,4% son dependents®. Aixi, de manera
global s’estima que un 44% dels supervivents presenten una dependéncia funcional’. De forma
paral-lela es creu que al 2030 hi haura un increment d’un 24,9% de casos d’ictus respecte el nombre
dels que hi va haver a ’any 2010,

Les principals discapacitats i complicacions derivades de la patologia son: paralisi, desequilibri,
trastorns de la parla i/o llenguatge, trastorns visuals, déficits cognitius, alteracions emocionals, fatiga
fisica i psiquica, crisis epiléptiques i dolor?.

La incidéncia de I’ictus incrementa de manera progressiva amb 1’edat i és més alta en homes que en
dones?. Concretament, a Espanya la incidéncia de la patologia es troba entre 132-174 nous casos cada
any per cada 100.000 habitants>.

Respecte a la prevalenca de la patologia, és important destacar que hi ha diferéncies geografiques
importants; és superior a les zones urbanes, amb un 8,7%, i inferior a les zones rurals, amb un 3,8%.
Aixi mateix, es produeix un augment de la prevalenga a les dones a mesura que augmenta 1’edat?.

S’estima que aquesta patologia consumeix entre un 3 i un 4% del cost sanitari als paisos amb rentes
elevades®. Cal recalcar que un 76% d’aquest és destinat a costos hospitalaris durant el primer any
posterior al succés?. En els anys segiients, la major part de la carrega econdmica és derivada a costos
directes no sanitaris, tals com assisténcia social i/o familiar; i costos indirectes, com per exemple els
provocats per la incapacitat o perdua laboral.

Es pot observar que en els darrers anys hi ha hagut un important increment en el nombre de
publicacions relacionades amb les malalties cerebrovasculars com a consequéncia del seu gran
impacte socio-economic.

1.5. Factors de risc vascular i mesures de prevencio
En els darrers anys s’estan posant en marxa diverses mesures de prevencié de la patologia amb
I’objectiu d’evitar el major nombre possible de morts derivades. S’ha de tenir en compte que hi estan
implicats maltiples factors de risc vascular, alguns dels quals son modificables i altres no. Aixi, la
deteccio i modificacid dels factors de risc és fonamental per a la prevencio del primer ictus o atac
isquemic transitori (mesures de prevenci6 primaria) i per a la prevencié de recurréncies després del
primer episodi (mesures de prevencié secundaria)?.

La hipertensio arterial és modificable amb 1’estil de vida i constitueix el factor de risc més important,
després de ’edat. D’aquesta manera els valors de pressié arterial s’han de mantenir inferiors a 140/90
mm de ng. Per altra banda també destaca el tabaquisme, tant fumadors actius com passius, i el
consum d’alcohol. El tabaquisme augmenta el risc de patir un ictus, tanmateix pel que fa a 1’alcohol,
s’ha vist que un consum lleu o moderat no incrementa el risc de patir la patologia i fins i tot, podria
presentar un efecte protector. Aixi mateix, el consum de drogues i la dieta també poden afectar al risc
de patir la patologia. S’ha demostrat que el consum regular de peix i de tres o més fruites al dia en
redueix el risc2. A més, la concomitancia d’altres patologies com I’obesitat, la diabetis mellitus, la
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dislipemia i la fibril-lacié auricular també afecten al risc de patir un ictus. La obesitat i la diabetis
mellitus n’incrementen el risc, tanmateix I’efecte de la dislipémia encara no esta del tot clar. El que si
es sap és que els farmacs hipolipemiants del grups de les estatines, disminueixen el risc de patir ictus
isquémics®. Un altre factor de risc son els anticonceptius orals i les terapies hormonals. Les dones
fumadores, que pateixen migranyes o que tenen antecedents d’episodis tromboembolics i prenen
anticonceptius orals presenten un major risc de patir un ictus®. Per altra banda, la practica d’exercici
fisic s’associa amb un menor risc de patir la patologia®. Finalment 1’aterosclerosi també constitueix un
factor de risc important. Al llarg del temps es van formant plaques arteriosclerotiques a I’interior dels
vasos sanguinis dificultant aixi el transport de la sang i podent arribar a provocar una isquémia.
Aquestes plaques estan compostes per lipids i cél-lules espumoses, les quals contenen lipoproteines de
baixa densitat o Low Density Lipoproteins (LDLS)".

Les taules més usades per avaluar el risc vascular son: la de Framingham, la del Registre Gironi del
COR (REGICOR) i la Systematic Coronary Risk Evaluation (SCORE). Aquestes tenen en compte el
sexe, 1’edat, els factors de risc no modificables, la pressi6 arterial, els valors de colesterol, I’estat de
fumador i la concomitancia de diabetis mellitus?.

1.6. Situaci6 actual i noves perspectives
Actualment no es compta amb cap eina pronostica absolutament fiable ni cap farmac per la prevencié
de la dependéncia posterior a I’ictus. En els darrers anys molts d’estudis van destinats a la recerca de
biomarcadors neuronals que ajudin a diferenciar 1’etiologia de la patologia i a establir un pronostic
eficag. Certes substancies presents al teixit neural s’alliberen rapidament al torrent sanguini despres
del dany neuronal, aixi el biomarcador ideal seria aquell que s’alliberés al torrent sanguini amb una
quantitat proporcional al dany neural produit®,

D’aquesta manera des de fa uns anys molts estudis s’han centrat en la recerca de substancies que
puguin ser usades com a biomarcadors i que aixi ens permetin establir un diagnostic i pronostic eficag
de I’ictus isquémic, tanmateix és un procés complicat®. S’han suggerit diversos biomarcadors com a
potencials eines diagnostiques, entre els quals trobem: la proteina C reactiva, la interleuquina-6, la
Matrix metallopeptidase-9 (MMP-9), la Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) i altres
Intercellular adhesion molecules (ICAMS). Si més no, la seva especificitat i capacitat per diferenciar
les diverses etiologies d’ictus encara no esta del tot clara®. Tot i aix0, pel que fa a la MMP-9 s’ha
observat que la seva expressié augmenta quan es produeix un ictus isquémic i que aquesta proteina
presenta un paper dual: a la fase aguda del procés presenta efectes perjudicials responsables de la
ruptura de la barrera hematoencefalica, mort neural i hemorragia; per altra banda en el procés
regeneratiu i de remodelacid vascular posterior presenta efectes beneficiosos®.

En els darrers anys, molts estudis han relacionat els miRNAs amb el control de la regulacié de
diversos gens implicats en les vies de recuperacid funcional posteriors a I’ictus. D’aquesta manera
se’ls ha proposat com a biomarcadors de prondstic de les malalties cerebrovasculars’. Si més no, el seu
paper en la regulacio dels gens implicats en les vies de recuperacio funcional encara no esta del tot
clar.



1.7.  Mecanismes cel-lulars i moleculars que es produeixen en un ictus
isquémic
L’encéfal depén d’un reg sanguini continu per rebre 1’oxigen i els nutrients necessaris, a més
d’eliminar el dioxid de carboni i els residus cel-lulars. D’aquesta manera, quan el teixit cerebral és
incapac de mantenir el transport dels lipids essencials, proteines, nutrients i residus cel-lulars es
produeixen alteracions en la seva homeostasi°.

La isquemia cerebral inicia una cascada d’esdeveniments que provoquen danys neuronals
irreversibles. L’excitotoxicitat és un procés patologic en el qual les neurones s6n danyades per la
sobreactivacio dels receptors de diversos neurotransmissors i es produeix després de minuts de I’inici
de I’ictus. Posteriorment es produeix la resposta inflamatoria i finalment la mort cel-lular o apoptosi,
la qual es desenvolupa passades unes hores o fins i tot, dies’. D’aquesta manera tots aquests
esdeveniments moleculars posteriors al procés isquémic provoquen el pas d’un estat quiescent a un
inflamatori de I’endoteli vascular. L’alliberacié de citoquines pro-inflamatories, tals com la
interleuquina-6, i la posterior induccid6 de molécules d’adhesiéo per part de 1’endoteli vascular
provoquen la disrupcid de la barrera hematoencefalica i I’entrada de leucocits. Tot aixo, potencia
I’estat inflamatori del teixit, el qual es veu acompanyat d’un augment del nombre de radicals Iliures
d’oxigen, un edema cerebral i una creixent alliberacié d’enzims citotoxics’.

1.8. Els microRNAs com a biomarcadors

Els miRNAs son molécules curtes, d’entre 21 i 23 nucleotids de longitud®, de RNA no codificant
implicades en la regulacid post-transcripcional de I’expressié génica, d’aquesta manera poden
intervenir en la modulacié de maltiples processos’. Estan presents en els animals, plantes, virus i
recentment també s’han trobat en determinades estructures unicel-lulars eucariotes®. La major part
d’ells es localitzen a regions intergéniques, si més no, també els podem trobar a introns i exons de
RNAs no codificants o a introns de RNAs codificants'®. Aquestes molécules estan implicades en la
regulacié de molts processos, entre els quals s’inclouen: el desenvolupament, la proliferacio cel-lular,
I’apoptosi, el metabolisme, la morfogenesi i el progrés de determinades patologies, com per exemple
el cancer®.

El seu mecanisme d’actuacio es basa en la unid a la seva diana present al RNA missatger (mnRNA) a
través d’una seqiiéncia complementaria d’aproximadament 7 parells de bases’. Aquesta interaccié pot
provocar una inhibici6 de la traducci6 o una reduccié de I’estabilitat del mRNA, disminuint 0 inhibint
aixi I’expressio de la proteina diana, la qual era codificada pel mRNA'.

Es important destacar que molts mRNA contenen multiples dianes d’unié de miRNAs, aixi aquestes
molécules intervenen en la regulacié de molts processos. Es poden produir canvis en 1’afinitat dels
miRNAs per les seves dianes en els mMRNA com a consequiéncia d’una sobre-expressio, delecid,
alteracions epigenétiques o mutacions en els mateixos; per altra banda, també es poden produir
mutacions en els mMRNA. Tots aquests processos alteren les unions dels miRNA als mRNA, provocant
alteracions en ’expressio de la proteina per la qual codifiquen, la qual cosa en general ocasiona
problemes en el manteniment de I"homeostasi cel-lular’.

Aixi, el fet de que siguin molécules que intervenen en la regulacié de maltiples processos, les fa
interessants per ser estudiades com a dianes terapéutiques de determinades patologies’.

El seu procés de maduracio es duu a terme en diverses etapes. Inicialment la RNA polimerasa Il
transcriu els miRNAs primaris o pri-miRNAs al nucli, posteriorment aquests son tallats per dues
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RNAses III endonucleases. En primer lloc, un complex format per 1’endonucleasa Drosha i la proteina
DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8) reconeix la conformacié de stem-loop dels pri-
miRNAs i els talla donant lloc a molécules d’entre 70 i 80 nucledtids'™ anomenades pre-miRNAs.
Despres, aguestes molécules sén transportades al citoplasma a través de 1’exportina 5, la qual esta
situada a la membrana nuclear. Aquesta proteina reconeix la conformacié caracteristica dels pre-
miRNAs i permet el seu transport de manera dependent de Ran-GTP. Finalment, una altra
endonucleasa, la Dicer, la qual es troba al citoplasma, acaba de processar-los i els converteix en
molécules madures. Aquestes s’hauran d’incorporar al complex miRNA-induced silencing complex
(miRISC) per poder-se unir a les dianes especifiques dels mRNAs, les quals es solen localitzar als
extrems 3’UTR no traduits. Cal recalcar que aquest complex €s recolzat per una série de proteines,
entre les quals trobem: Argonaute 1 (AGO1), Argonaute 2 (AGO2), Pumilio 2 (Pum2) i Moloney
leukemia virus (MOV10)™.

Com s’ha explicat, aquestes unions complementaries provocaran una inhibicié o un decreixement de
I’expressio de la proteina com a conseqiiéncia de la repressio o degradacié del seu mRNA codificant®.
Per tenir una major estabilitat, els mRNAs de les cél-lules eucariotes es troben circularitzats
mitjangant diversos de factors d’iniciacio, entre els quals trobem: el Eukaryotic translation initiation
factor 4E (elF4E) i la poly(A)-binding protein 1. Les proteines AGO competeixen amb aquests factors
per unir-se als mRNAs, dificultant aixi la circularitzacié de les molecules i estimulant la inhibicié o
decreixement de la seva traducci6™.

Es important dir que existeixen altres tipus de biomarcadors, si més no, els miRNAs son més estables
als fluids corporals i els seus métodes de deteccié son més barats. A més, la majoria d’ells es
conserven entre les distintes espécies i la seva expressié sol ser especifica de determinats teixits o
estats biologics’. Si ens centrem amb I’encéfal, la seva expressio pot ser ubiqua o especifica de
determinades regions'®.

Cal dir que perqué un miRNA sigui un bon biomarcador la seva deteccié ha de ser: sensible,
predictiva, especifica, robusta i s’ha de poder detectar a través d’un métode no invasiu. Tanmateix,
també existeixen determinats problemes derivats de la utilitzacié dels miRNAs com a biomarcadors,
com per exemple la falta d’estandaritzacié dels procediments, la qual cosa pot provocar interpretacions
erronies en els resultats’.

Els estudis preliminars relacionats amb la utilitzacié dels miRNAs com a biomarcadors en els
processos d’ictus isquémic es centraven en el seu paper en la regulacié de les respostes agudes
posteriors a I’ictus, les quals inclouen les respostes inflamatories, la ruptura de la barrera
hematoencefalica, entre d’altres. Concretament, un d’aquests estudis es va centrar en la identificacio
dels miRNAs implicats en la regulaci6 de les respostes inflamatories, immunologiques i de
proliferaci6 cel-lular i dels seus gens diana'’. Si més no, en aquest estudi no es va tenir en compte
I’etiologia de I’ictus. Per altra banda, un altre estudi relacionat també es va centrar en la identificacid
de miRNAs implicats en les respostes agudes posteriors a 1’ictus isquémic tanmateix en aquest cas si
que es va tenir en compte I’etiologia de la patologia®.

Partint d’aquesta base, I’objectiu d’aquest treball va ser 1a identificaci6 de miRNAs implicats en la
recuperacio funcional i la dependéncia posterior a I’ictus isquémic a través de la comparacié dels
perfils d’expressio de miRNAs de pacients control (good-outcome) i pacients problema (bad-outcome)
per aixi poder-los usar com a biomarcadors de pronostic funcional. D’aquesta manera, a diferéncia
dels treballs anteriors, els quals es centraven amb la regulacié de les respostes agudes posteriors al
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procés isquemic; aquest es centra amb la implicacié dels miRNAs en la modulacié de les vies de
recuperacio funcional posteriors a 1’ictus isquémic, com soOn: I’angiogénesi, la neurogénesi, la
neuritogénesi i la sinaptogénesi.

L’angiogenesi és un procés fisioldgic on es generen nous vasos sanguinis a partir dels preexistents. En
aquest procés les cel-lules endotelials quiescents son activades per factors pro-angiogénics i d’aquesta
manera comencen a migrar, proliferar i organitzar-se en estructures tubulars'?. Per altra banda, la
neurogeénesi és el procés pel qual es generen noves neurones a partir de cel-lules mare i cél-lules
progenitores. La neuritogenesi és el procés de formacio de noves neurites i finalment, la sinaptogénesi
és el procés que genera noves connexions sinaptigques.

2. Hipotesi i objectius

2.1. Hipotesi:
Existeix una correlacié directa entre el pronostic funcional després de patir un ictus i 1’activacié de
processos regeneratius controlats per miRNAs, com son: I’angiogéniesi, la neurogénesi, la
neuritogénesi i la sinaptogénesi.

2.2. Objectiu principal:
Identificacié dels miRNAs associats tant amb la modulacié de les vies de recuperacié funcional
(angiogenesi, neurogenesi, neuritogenesi i sinaptogénesi) com amb la dependéncia posterior a I’ictus
isquémic amb la finalitat d’usar-los com a biomarcadors de pronostic funcional.

2.3. Objectius secundaris

1. Determinar els perfils d’expressi6 de miRNAs dels diversos pacients control (amb bona
recuperacié funcional o good-outcome) i problema (marcada discapacitat o bad-outcome) als 0
i 3 mesos mitjancant arrays d’expressio.

2. Comparar els perfils d’expressié de miRNAs obtinguts.

3. Identificar els mMiRNAS que presenten canvis més significatius, tant a nivell de sobre-expressio
com d’infra-expressio.

4. Cercar bibliografia relacionada i determinar els potencials gens diana regulats per aquests
miRNAs per aixi poder entendre el seu paper en la modulacio de les vies de recuperaci
funcional posteriors a ’ictus isquémic i poder-los proposar com a biomarcadors de pronostic
funcional.

3. Materials i métodes

3.1. Disseny
Al servei de Neurologia de 1’Hospital Universitari de Son Espases (HUSE) es va recollir una mostra
de sang periféerica als 10 dies posteriors a I’ictus (perfils que s’anomenaren com a 0 mesos) i als 3
mesos de tots els pacients que complien els criteris d’inclusio de I’estudi i que no complien els
d’exclusié (aquests criteris estan explicats a posteriori: veure apartat 3.2. de materials i metodes), i
que a més havien signat el consentiment informat aprovat pel Comité Etic d’Investigacio Clinica de
les Illes Balears (CEIC-IB).
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Posteriorment, es varen extreure els miRNA de les mostres de sang i es congelaren a -80°C fins que es
va procedir al seu analisi genétic i estadistic.

Per altra banda, es va dur a terme una exploracioé neuroldgica dels pacients per avaluar la severitat de
I’ictus a través de 1’escala de National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) a I’ingrés, als 7 dies i
a l’alta (la interpretacio dels valors establerts per la NIHSS i les seves bases estan explicades a
posteriori: veure apartat 3.3. de materials i meétodes).

Passats tres mesos després de 1’ictus isquémic, es va tornar a avaluar clinicament als pacients i es va
determinar la seva evolucio funcional a través de la Modified Rankin Scale (mRS) (la interpretaci
dels valors establerts per la mRS i les seves bases estan explicades a posteriori: veure apartat 3.3. de
materials i métodes). Els valors establerts per aquesta escala van permetre separar els pacients amb dos
grups: els pacients que havien tingut una bona recuperacié funcional (grup control o good-outcome),
que eren aquells que presentaven un valor inferior o igual a 2 de mRS; i els pacients que no havien
experimentat una bona recuperacié funcional (grup problema o bad-outcome), que eren els que se’ls
havia establert uns valors de 4 0 5 de mRS.

A més, es va calcular el volum de I’infart per ressonancia magnetica cerebral a les primeres 72 hores i
als 3 mesos posteriors a ’ictus, seguint el protocol de neuroimatge de patologia cerebrovascular del
centre HUSE. Es va determinar el volum de I’infart en fase aguda utilitzant les seqiiéncies de Diffusion
Weighted Imaging (DWI) i Fluid Attenuation Inversion Recovery (FLAIR) a les 72 hores i es va
comparar amb el volum de I’infart obtingut amb les mateixes seqiiéncies als 3 mesos posteriors a
I’ictus (la interpretacio i les bases de les seqiiencies DWI i FLAIR explicades a posteriori: veure
apartat 3.3. de materials i metodes). Per calcular-lo es va aplicar el metode ABC/2. Es va seleccionar
la imatge on I’infart presentava una mida més gran i es va mesurar el major diametre antero-posterior
(A) i el seu diametre perpendicular (B). També es va determinar el diametre vertical sumant el gruix
dels talls on es veia I’infart (C). Finalment es va calcular el volum amb la segiient férmula:
05xAxB XC.

Despres de dur a terme ’extraccio i posterior analisi dels perfils d’expressié dels miRNA del grup
control i del grup problema als 0 mesos i 3 mesos es varen dur a terme una serie de comparacions:

1. Patrons d’expressio de miRNA del grup de pacients control als 0 mesos envers els grup de
pacients problema als 0 mesos.

2. Patrons d’expressio de miRNA del grup de pacients problema als 3 mesos envers el mateix
grup als 0 mesos.

3. Patrons d’expressi6 de miRNA del grup de pacients control als 3 mesos envers el mateix grup
als 0 mesos.

Posteriorment es va dur a terme una recerca bibliografica exhaustiva dels miRNAS que presentaven
uns majors nivells de sobre-expressié o infra-expressio significatius, a més de la identificacié dels
potencials gens diana que regulen per aixi entendre quines implicacions tenen en la modulacié de les
vies de recuperacié funcional posteriors al procés isquemic.

3.2.  Individus
Els criteris de seleccio dels individus es basaren en les seglents llistes de criteris d’inclusié i
d’exclusid, les quals es realitzaren tenint en compte una serie de consideracions (les consideracions

11



que es varen tenir en compte per establir els criteris d’inclusio i exclusié estan explicades a posteriori:
veure apartat 3.2.3. de materials i métodes).

3.2.1. Criteris d’inclusio

- Pacients d’ambdos sexes amb edat igual o inferior a 55 anys.

- Ictus isquémic al territori anterior irrigat per 1’artéria cerebral mitjana (ACM) o Dartéria
cerebral anterior (ACA).

- Etiologia indeterminada o criptogenica segons la classificacio de TOAST despres d’haver dut
a terme un estudi exhaustiu.

- Severitat inicial de I’ictus segons 1’escala de NIHSS entre 7 i 14 punts.

- Valor de mRS previ de 0.

- Demostracio de la preséncia de I’infart mitjangant una ressonancia magnética cerebral dins les
primeres 72 hores.

- El pacient o el seu representant legal han d’haver firmat el consentiment informat aprovat pel
CEIC-IB.

- Demostraci6 de I’abséncia d’una patologia concomitant que pugui comprometre la
supervivencia a curt termini de 1’individu o pugui dificultar la interpretacié dels resultats.

3.2.2. Ceriteris d’exclusio

- Pacients amb una puntuaci6 igual o superior a 2 a I’item la (nivell de consciéncia) de 1’escala
de NIHSS.

- lctus isquémic de territori posterior.

- Etiologia aterotrombotica, cardioembolica, lacunar, inhabitual o indeterminada per co-
existencia de factors o per estudi incomplet.

- Evidéncia en la ressonancia magnetica cerebral d’hemorragia o neoplasia.

- Recurréncia de I’ictus en el periode de seguiment.

3.2.3 Consideracions relacionades amb els criteris de seleccio

Es seleccionaren pacients relativament joves per intentar que 1’edat no fos un factor determinant en la
patologia i d’aquesta manera que la major part dels factors que influissin fossin genétics. D’altra
banda, es varen triar els pacients que havien patit un ictus isquemic en el territori anterior perqué els
del territori posterior solen tenir conseqiiencies molt més severes. A banda d’aixo0, s’elegiren els
pacients que havien experimentat un ictus de severitat moderada segons 1’escala de NIHSS i que no
presentessin cap simptoma anterior al succés, per la qual cosa s’establia que el valor previ de 1’escala
de mRS havia de ser 0.

3.3. Variables cliniques
Les variables basals que incloien 1’edat, el sexe i els factors de risc vascular, varen ser recollides per a
cada individu. S’ha de tenir en compte que els factors de risc vascular més importants son: la
hipertensi6é arterial, la diabetis mellitus, la hiperlipémia, les malalties de I’artéria coronaria, la
fibril-laci6 auricular i el fet d’haver patit un ictus previ (per a més informaci6 veure apartat 1.5. de la
introduccid).

D’altra banda, les variables cliniques i de resultats es refereixen al fet de que els resultats clinics i de
recuperacid han estat avaluats segons els criteris de les escales de NIHSS i mRS. La Modified Rankin
Scale (mRS) s’usa per determinar el resultat funcional posterior a un ictus. Es basa en adjudicar un
valor determinat per a cada pacient, el qual s’estableix en funcié d’una entrevista estructurada. El

valor 0 s’estableix als pacients que no presenten simptomes ni limitacions. El valor 1, a aquells que no
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tenen discapacitats significatives (presenten alguns simptomes pero sense limitacions per dur a terme
les seves activitats habituals i el seu treball). El 2, als que presenten una discapacitat lleu (limitacions
en les seves activitats habituals i laborals prévies, encara que son independents en les Activitats
Basiques de la Vida Diaria (ABVD)). Els pacients que presenten una discapacitat moderada
s’inclouran dins el valor 3 (necessiten assisténcia per algunes activitats instrumentals perd no per dur a
terme les ABVD). Per altra banda, el valor 4 inclou a aquells pacients que presenten una discapacitat
moderada/severa (requereixen assisténcia per dur a terme les ABVD perd no necessiten cuidats de
manera continuada). Finalment, el valor 5 engloba a aquells pacients que presenten una discapacitat
severa (necessiten cuidats durant tot el dia)™. Per contra, I’escala de National Institute of Health
Stroke Scale (NIHSS) puntua de manera numérica la gravetat o severitat de I’ictus (lleu <4, moderat
<16, greu <25, molt greu >25), s’aplica a I’inici i durant I’evolucié del mateix, pot indicar la necessitat
d’un tractament revascularitzador (quan la puntuacié es situa entre 4 i 25) i presenta un valor
pronostic. La seva puntuacié minima és 0 i la maxima 42, tanmateix també presenta una série de
limitacions™. Per acabar, la classificacié de Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) es
va usar per agrupar els pacients en funci6 de I’etiologia de I’ictus que havien presentat: aterotrombdtic,
cardioembolic, lacunar, inhabitual i indeterminat (per a més informacio de les diverses etiologies
d’ictus veure apartat 1.2. de la introduccio).

Aixi mateix, també es va tenir en compte si el pacient havia seguit un tractament de rehabilitacié
posterior a I’ictus. En la practica clinica habitual i en recerca, en general s’observa el valor de 1’escala
mRS als 90 dies, és a dir, als tres mesos d’haver patit 1’ictus. A més, una puntuacié de <2 segons
aquesta escala distingeix entre la independéncia i la dependéncia funcional, que és el que ens ha
permes classificar als pacients en els dos grups d’estudi: grup control i grup problema.

A banda d’aix0, és important destacar que la técnica de difusio per ressonancia magnetica DWI es
basa en la detecci6 in vivo del moviment de molécules d’aigua, la qual cosa restringeix la seva
utilitzaci6 a determinades patologies com la isquémia, els tumors i abscessos™. Per altra banda, la
seqiiéncia FLAIR és aquella on s’anul-la la senyal que prové del liquid cefaloraquidi®.

3.4. Analisi genetic
Per dur a terme I’analisi dels perfils d’expressid dels miRNAs es va utilitzar la tecnologia Chip
Affymetrix miRNA 3.0, el qual analitza 1733 microRNAs humans a més d’altres molécules petites de
RNA, tals com small nucleolar RNAs (snoRNAS) i non-coding RNAs (ncRNAS) seguint el protocol
amb petites modificacions. El protocol d’hibridacio i posterior lectura de I’array va ser dut a terme
pels técnics de I’Institut d’Investigacio Sanitaria de Palma (IdISPa) de 1’Hospital Universitari de Son
Espases.

1. Inicialment es varen extreure els miRNAs de les mostres de sang periférica dels diversos
pacients. Per dur a terme les extraccions del RNA total, on s’inclouen els miRNAs, es va usar
el PureLink miRNA Isolation Protocol (Invitrogen), seguint les instruccions del fabricant.
Posteriorment es va determinar la concentraci6 del RNA resultant a traves de
I’espectofotometre NanoDrop ND-1000. També es va analitzar la qualitat del RNA usant gels
desnaturalitzants composts per un 15% d’acrilamida i un 1% d’agarosa.

2. Posteriorment es va procedir a la poli-adenilacié dels miRNAs aillats a través de 1’addicio de
multiples adenines (>18 bases) a I’extrem 3°.

3. Després es sintetitzaren els DNA copia (cDNA) dels miRNAs usant oligo-dT biotinilats a
I’extrem 5’ de la seqiiéncia universal.
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4. A continuaci6 es va procedir a la hibridacié dels oligos de 1’assaig amb el cDNA sintetitzat.
D’aquesta manera el cDNA biotinilat es va adherir a un suport solid i es va hibridar amb un
pool d’oligos especifics de miRNA.

5. Esvadur aterme una Primer Extension especifica de miRNAs amb la intervencié d’una DNA
polimerasa. Posteriorment es dugué a terme una PCR universal, s’eluiren els productes estesos
i es dugué a terme una PCR amb oligos universals marcats fluorescentment. Despres els
productes de PCR de cadena doble s uniren a una fase solida i els productes de cadena senzilla
es prepararen per la hibridacio.

6. Es va realitzar la hibridacié de la cadena senzilla del DNA a I’array. D’aquesta manera el
producte de PCR es va hibridar amb les sondes de captura universals de 1’array.

7. Finalment es va dur a terme la lectura de I’array a la Unitat de Genomica de les noves
instal-lacions de I’IdISPa, on es disposa d’un escaner d’arrays amb el corresponent software
d’analisi.

3.5. Analisi de dades

Per dur a terme el processament de la imatge i I’extraccio de les dades procedents de [’array s va usar
el software iScan Control. Per altra banda, 1’analisi de la quantificacié de I’expressié génica es va
realitzar amb el software GenomeStudio, el qual també ens va permetre analitzar 1’expressio
diferencial entre els pacients que constitueixen el grup control o good-outcome (MRS <2) i els que
constitueixen el grup problema o bad-outcome (MRS = 4-5). També es dugueren a terme analisis de t
de Student (t-test) per establir les diferencies estadistiques entre aquests dos grups. Cal dir que els
valors t varen ser calculats per a cada miRNA diferencial. Els valors p es varen computeritzar a partir
de cada distribucio t teorica. EIs miRNA amb un p-valor <0,01 foren seleccionats per 1’analisi de
cluster posterior. A més cal dir que per dur a terme 1’analisi estadistic es varen dur a terme ANOVA
aparellades quan es comparaven els perfils d’expressié de 3 mesos dels pacients problema envers els
dels mateixos als 0 mesos i quan es comparava els perfils d’expressio de 3 mesos dels pacients control
envers els dels mateixos als 0 mesos. Per altra banda, quan comparavem els perfils d’expressio als 0
mesos dels pacients control envers els perfils d’expressié dels pacients problema als 0 mesos es
dugueren a terme ANOVA no aparellades. Finalment, per dur a terme I’analisi de dades es varen
seqguir les pautes establertes per la Minimum Information About a Microarray Experiment (MIAME).
La interrelaci6 entre els miRNAs identificats en els diferents perfils d’expressid es va realitzar
mitjangant un analisi per diagrama de Venn amb el suport informatic Venny 2.1 (BiolnfoGP, CNB-
CSIC).

Posteriorment, es va dur a terme una recerca bibliografica exhaustiva dels miRNAs que presentaven
uns majors nivells de sobre-expressié o infra-expressié significatius, a més d’una identificacié dels
potencials gens diana regulats pels mateixos per aixi entendre quines implicacions poden tenir en la
modulacié de les vies de recuperacié funcional posteriors al procés isquémic. La recerca dels
potencials gens diana sobre els quals actuen els miRNAs es va dur mitjancant la base de dades
MicroRNA target prediction and funcional study DataBase (miRDB). El gens diana eren seleccionats
en funcio del seu percentatge d’homologia de seqiiencia amb el miRNA, tenint en compte els que
presentaven un valor proxim a 100, i de la seva possible relacié amb la modulacié de les vies de
recuperacié funcional.

4. Resultats

Les caracteristiques dels pacients control i dels pacients problema implicats en aquest estudi apareixen
a la Taula 1. Els individus es dividiren en dos grups segons el valor establert per la mRS als tres
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mesos després de ’ictus en funcié de la seva recuperacié funcional. El primer grup estava constituit
per 8 individus, els quals presentaren una bona recuperacid funcional; d’aquesta manera
s’anomenaven pacients control (good-outcome) i el valor de I’escala de mRS que se’ls havia establert
passats 3 mesos després de I’ictus era <2. Per altra banda, el segon grup estava format per 7 individus
els quals en aquest cas no presentaren una bona recuperacié funcional; aixi s’anomenaven pacients
problema (bad-outcome) i el valor de I’escala de mRS que se’ls havia establert passats els 3 mesos
després de I’ictus va ser de 4 o 5. La mitjana d’edat dels pacients control era de 49 anys, 5 eren homes
(62,5%), 6 eren fumadors (75%), 4 presentaven hipertensio arterial (50%), cap presentava diabetis
mellitus (0%) ni fibril-lacié auricular (0%), 2 presentaven dislipémia (25%), tots havien patit I’ictus en
el territori ACM (100%), 4 ’havien sofert de lateralitat esquerra (50%), 5 d’etiologia criptogenica
(62,5%) segons la classificaci6 de TOAST i el valor de mitjana que se’ls havia establert segons
I’escala de NIHSS era de 7. Per altra banda, la mitjana d’edat dels pacients problema era de 51 anys, 4
eren homes (57%), 6 eren fumadors (85,7%), 3 presentaven hipertensio arterial (42,85%), 1 presentava
diabetis mellitus (14,28%), 1 presentava fibril-laci6 auricular (14,28%), 5 presentaven dislipemia
(71,42%), tots havien patit I’ictus en el territori ACM (100%), 4 I’havien sofert de lateralitat esquerra
(57%), 4 d’ctiologia criptogenica (57%) segons la classificacio de TOAST i el valor de mitjana que
se’ls havia establert segons 1’escala de NIHSS era de 10.

Factors de risc vascular implicats
Factors de risc vascular Pacients control (n=8) Pacients problema (n=7)
Mitjana d’edat (anys) 49 51
Sexe (homes) 5 (62,5%) 4 (57%)
Fumadors 6 (75%) 6 (85,7%)
Hipertensio arterial 4 (50%) 3 (42,85%)
Diabetis mellitus 0 (0%) 1 (14,28%)
Dislipémia 2 (25%) 5 (71,42%)
Fibril-lacié auricular 0 (0%) 1 (14,28%)
Mitjana de NIHSS 7 10
Territori ACM 8 (100%) 7 (100%)
Lateralitat (esquerra) 4 (50%) 4 (57%)
TOAST (criptogeénics) 5 (62,5%) 4 (57%)

Taula 1. Factors de risc vascular implicats. Caracteristiques dels pacients control (good-outcome) i problema
(bad-outcome) implicats en ’estudi acompanyats dels percentatges corresponents de cada parametre respecte el
total de pacients.

A la Taula 2 es poden apreciar els miRNAs, snoRNAs i ncRNAs que presentaven diferéncies
significatives (p-valor <0,05) quan es comparaven els patrons d’expressié dels pacients que havien
tingut una bona recuperacié funcional (grup control o good-outcome) als 0 mesos amb els patrons
d’expressio dels pacients que havien tingut una mala recuperacioé funcional (grup problema o bad-
outcome) als 0 mesos. Concretament es detectaren 21 miRNA, snoRNAs i ncRNAs amb diferéncies
significatives. Per ser més exactes, s’identificaren 11 miRNAs (hsa-miR-1275, hsa-miR-3201, hsa-
miR-3609, hsa-miR-941, hsa-miR-625, hsa-miR-17*, hsa-miR-4321, hsa-miR-181b, hsa-miR-647,
hsa-miR-4746-5p, hsa-miR-675*) i 10 snoRNAs i ncRNAs (U35A, ENSG00000252543, U57, U91,
HBII-429, mgU12-22-U4-8, snR38C, HBII-85-8, U41, U84). A més també es va veure que 2
d’aquests miRNA estaven infra-expressats (hsa-miR-4746-5p i hsa-miR-675%). Per contra, els altres 9
es trobaven sobre-expressats (hsa-miR-1275, hsa-miR-3201, hsa-miR-3609, hsa-miR-941, hsa-miR-
625, hsa-miR-17*, hsa-miR-4321, hsa-miR-181b, hsa-miR-647). Pel que fa als snoRNAs i ncRNAs,
es va veure que tots estaven sobre-expressats.
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Grup de pacients control als 0 mesos envers grup de pacients problema als 0 mesos

miRNA p-valor | Fold change miRNA p-valor | Fold change
hsa-miR-1275 0,014 6,68 | hsa-miR-4321 0,029 1,83
hsa-miR-3201 0,008 3,66 | mguU12-22-U4-8 0,017 1,77
hsa-miR-3609 0,033 3,34 | snR38C 0,014 1,7
hsa-miR-941 0,048 3,13 | HBII-85-8 0,010 1,69
hsa-miR-625 0,026 2,88 | hsa-miR-181b 0,048 1,63
U35A 0,026 2,83 | U41 0,031 1,58
hsa-miR-17* 0,048 2,59 | U84 0,007 1,56
ENSG00000252543 0,049 2,13 | hsa-miR-647 0,035 1,51
us7 0,010 2,01 | hsa-miR-4746-5p 0,011 -1,69
U9l 0,038 1,9 | hsa-miR-675* 0,043 -1,76
HBI1-429 0,033 19

Taula 2. MiRNAs, snoRNAs i ncRNAs que presenten diferéncies significatives quan es comparen els
perfils d’expressié del grup de pacients control (good-outcome) als O mesos envers el grup pacients
problema (bad-outcome) als 0 mesos. MiRNAs, snoRNAs i ncRNAs, amb els seus respectius p-valors i nivells
de sobre o infra-expressié (fold change), que presenten diferéncies significatives (p-valor <0,05) quan es
comparen els perfils d’expressio dels pacients del grup control (good-outcome) als 0 mesos envers els perfils
d’expressio dels pacients del grup problema (bad-outcome) als 0 mesos.

Per altra banda, a la Taula 3 s’aprecien els miRNAs, snoRNAs i ncRNAs que presentaven diferéncies
significatives (p-valor <0,05) quan es compararen els patrons d’expressi0 dels pacients que havien
tingut una mala recuperacié funcional (grup problema o bad-outcome) als 3 mesos amb els perfils
d’expressio dels mateixos pacients als 0 mesos. En aquest es varen detectar 57 miRNA, snoRNAs i
ncRNAS amb diferéncies significatives. Per ser més exactes, s’identificaren 46 miRNAs (hsa-let-7g,
hsa-miR-331-5p, hsa-miR-29b-2*, hsa-miR-126, hsa-miR-363, hsa-miR-1909*, hsa-miR-433, hsa-
mMiR-346, hsa-miR-4322, hsa-miR-200c, hsa-miR-106b*, hsa-miR-943, hsa-miR-3187-3p, hsa-miR-
4539, hsa-miR-4321, hsa-miR-3135b, hsa-miR-4655-5p, hsa-miR-3130-5p, hsa-miR-378¢g, hsa-miR-
1229, hsa-miR-941-3, hsa-miR-941-4, hsa-miR-4461, hsa-miR-1299, hsa-miR-4537, hsa-miR-3200,
hsa-miR-1913, hsa-miR-2392, hsa-miR-663, hsa-miR-4525, hsa-miR-1538, hsa-miR-432*, hsa-miR-
4676-5p, hsa-miR-4312, hsa-miR-663b, hsa-miR-4255, hsa-miR-500a, hsa-miR-574, hsa-miR-501,
hsa-miR-4474-5p, hsa-miR-19a, hsa-miR-1302-3, hsa-miR-548h-2, hsa-miR-4706, hsa-miR-4668-5p,
hsa-miR-3613-3p) i 11 snoRNAs i ncRNAs (ENSG00000238612, ENSG00000239005,
ENSG00000238893, mgU12-22-U4-8, HBII-52-44, ENSG00000251838, U14B, ENSG00000202537,
ACA32, U30, spike_in-control-36). A més també es va veure que 39 d’aquests miRNA estaven sobre-
expressats (hsa-let-7g, hsa-miR-331-5p, hsa-miR-29b-2*, hsa-miR-126, hsa-miR-363, hsa-miR-1909%*,
hsa-miR-433, hsa-miR-346, hsa-miR-4322, hsa-miR-200c, hsa-miR-106b*, hsa-miR-943, hsa-miR-
3187-3p, hsa-miR-4539, hsa-miR-4321, hsa-miR-3135b, hsa-miR-4655-5p, hsa-miR-3130-5p, hsa-
miR-378g, hsa-miR-1229, hsa-miR-941-3, hsa-miR-941-4, hsa-miR-4461, hsa-miR-1299, hsa-miR-
4537, hsa-miR-3200, hsa-miR-1913, hsa-miR-2392, hsa-miR-663, hsa-miR-4525, hsa-miR-1538, hsa-
miR-432*, hsa-miR-4676-5p, hsa-miR-4312, hsa-miR-663b, hsa-miR-4255, hsa-miR-500a, hsa-miR-
574, hsa-miR-501). Per contra, els altres 7 es trobaven infra-expressats (hsa-miR-4474-5p, hsa-miR-
19a, hsa-miR-1302-3, hsa-miR-548h-2, hsa-miR-4706, hsa-miR-4668-5p, hsa-miR-3613-3p). Pel que
fa als snoRNAs i ncRNAs, es va veure que n’hi havia 4 que estaven sobre-expressats
(ENSG00000238612, ENSG00000239005, ENSG00000238893, mgU12-22-U4-8). D’aquesta manera,
els altres 7 estaven infra-expressats (HBII-52-44, ENSG00000251838, U14B, ENSG00000202537,
ACA32, U30, spike_in-control-36).
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Grup de pacients problema als 3 mesos envers grup de pacients problema als 0 mesos

miRNA p-valor Fold change miRNA p-valor | Fold change
hsa-let-7¢g 0,035 21,59 | ENSG00000239005 0,035 1,77
hsa-miR-331-5p 0,027 10,69 | ENSG00000238893 0,027 1,72
hsa-miR-29b-2* 0,017 9,84 | hsa-miR-663 0,027 1,72
hsa-miR-126 0,016 8,77 | hsa-miR-4525 0,049 1,7
hsa-miR-363 0,045 6,79 | mgu12-22-U4-8 0,026 1,65
hsa-miR-1909* 0,002 5,37 | hsa-miR-1538 0,046 1,64
hsa-miR-433 0,047 4,99 | hsa-miR-432* 0,037 1,62
hsa-miR-346 0,020 4,4 | hsa-miR-4676-5p 0,003 1,57
hsa-miR-4322 0,014 3,99 | hsa-miR-4312 0,031 1,56
hsa-miR-200c 0,030 3,88 | hsa-miR-663b 0,011 1,56
hsa-miR-106b* 0,046 3,5 | hsa-miR-4255 0,049 1,56
hsa-miR-943 0,030 2,79 | hsa-miR-500a 0,021 1,55
hsa-miR-3187-3p 0,022 2,73 | hsa-miR-574 0,001 1,53
hsa-miR-4539 0,044 2,69 | hsa-miR-501 0,030 1,52
hsa-miR-4321 0,007 2,62 | HBII-52-44 0,048 -1,51
hsa-miR-3135b 0,008 2,41 | ENSG00000251838 0,020 -1,52
hsa-miR-4655-5p 0,040 2,39 | U14B 0,031 -1,52
hsa-miR-3130-5p 0,035 2,3 | hsa-miR-4474-5p 0,029 -1,52
hsa-miR-378g 0,013 2,27 | hsa-miR-19a 0,041 -1,54
hsa-miR-1229 0,004 2,27 | hsa-miR-1302-3 0,044 -1,55
ENSG00000238612 0,006 2,24 | hsa-miR-548h-2 0,010 -1,59
hsa-miR-941-3 0,039 2 | ENSG00000202537 0,019 -1,61
hsa-miR-941-4 0,049 2 | ACA32 0,029 -1,75
hsa-miR-4461 0,010 1,96 | U30 0,012 -2,2
hsa-miR-1299 0,044 1,94 | spike_in-control-36 0,046 -2,56
hsa-miR-4537 0,034 1,82 | hsa-miR-4706 0,048 -2,57
hsa-miR-3200 0,005 1,81 | hsa-miR-4668-5p 0,040 -4,08
hsa-miR-1913 0,038 1,8 | hsa-miR-3613-3p 0,035 -10,52
hsa-miR-2392 0,024 1,78

Taula 3. MiRNAs, snoRNAs i ncRNAs que presenten diferéncies significatives quan es comparen els
perfils d’expressié del grup de pacients problema (bad-outcome) als 3 mesos envers el grup pacients
problema als 0 mesos. MiRNAs, snoRNAs i ncRNAs, amb els seus respectius p-valors i nivells de sobre o
infra-expressié (fold change), que presenten diferéncies significatives (p-valor <0,05) quan es comparen els
perfils d’expressio de miRNAs dels pacients del grup problema (bad-outcome) als 3 mesos envers els perfils
d’expressié de miRNAs dels pacients del mateix grup (bad-outcome) als 0 mesos.

Finalment, a la Taula 4 es representen els miRNAs, snoRNAs i ncRNAs que presentaven diferéncies
significatives (p-valor <0,05) quan es compararen els patrons d’expressio dels pacients que havien
tingut una bona recuperacié funcional (grup control o good-outcome) als 3 mesos amb els patrons
d’expressio dels mateixos pacients als 0 mesos. En aquest cas, es varen detectar 19 miRNAs,
snoRNAs i ncRNAs amb diferéncies significatives. Per ser més exactes, s’identificaren 13 miRNASs
(hsa-miR-183, hsa-miR-15b, hsa-miR-4492, hsa-miR-4634, hsa-miR-4498, hsa-mir-579, hsa-let-7d-*,
hsa-miR-223, hsa-miR-1470, hsa-miR-149, hsa-miR-9-3, hsa-miR-191*, hsa-miR-127-3p) i 6
snoRNAs i ncRNAs (U35B, ENSGO00000252138, ENSG00000238383, ENSG00000239188,
ENSG00000238851, ENSG00000252277). A més es va veure que 8 d’aquests miRNA estaven sobre-
expressats (hsa-miR-183, hsa-miR-15b, hsa-miR-4492, hsa-miR-4634, hsa-miR-4498, hsa-mir-579,
hsa-let-7d-*, hsa-miR-223). Per contra, els altres 5 es trobaven infra-expressats (hsa-miR-1470, hsa-
miR-149, hsa-miR-9-3, hsa-miR-191*, hsa-miR-127-3p). Per altra banda, pel que fa als snoRNAS i
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ncRNAs veiem que només 1 estava sobre-expressat (U35B). D’aquesta manera els altres 5 estaven
infra-expressats (ENSG00000252138, ENSG00000238383, ENSG00000239188, ENSG00000238851,
ENSG00000252277).

Grup de pacients control als 3 mesos envers grup de pacients control als 0 mesos

miRNA p-valor | Fold change miRNA p-valor Fold change
hsa-miR-183 0,036 2,25 | ENSG00000238383 0,024 -1,61
U35B 0,020 2,06 | hsa-miR-1470 0,011 -1,66
hsa-miR-15b 0,001 1,94 | hsa-miR-149 0,032 -1,66
hsa-miR-4492 0,031 1,94 | ENSG00000239188 0,021 -1,68
hsa-miR-4634 0,009 1,81 | ENSG00000238851 0,017 -1,71
hsa-miR-4498 0,013 1,77 | hsa-miR-9-3 0,032 -1,73
hsa-mir-579 0,013 1,59 | hsa-miR-191* 0,014 -1,95
hsa-let-7d* 0,002 1,56 | ENSG00000252277 0,041 -2
hsa-miR-223 0,025 1,53 | hsa-miR-127-3p 0,047 -2,09
ENSG00000252138 0,003 -1,59

Taula 4. MiRNAs, snoRNAs i ncRNAs que presenten diferéncies significatives quan es comparen els
perfils d’expressié del grup de pacients control (good-outcome) als 3 mesos envers el grup pacients control
als 0 mesos MiRNAs, snoRNAs i ncRNAs, amb els seus respectius p-valors i nivells de sobre o infra-expressio
(fold change), que presenten diferéncies significatives (p-valor <0,05) quan es comparen els perfils d’expressio
de miRNAs dels pacients del grup control (good-outcome) als 3 mesos envers els perfils d’expressié de miRNAs
dels pacients del mateix grup (good-outcome) als 0 mesos.

Posteriorment, i tal com apareix representat a la Figura 1 es cercaren miRNAs que fossin significatius
a més d’una comparaci6é. Es va veure que només hi havia coincidéncies quan es comparaven els
miRNAs que presentaven diferéncies significatives a la comparacio dels patrons d’expressio del grup
de pacients control als 0 mesos envers el grup de pacients problema als 0 mesos amb els perfils
d’expressio dels pacients del grup de problema als 3 mesos envers els mateixos als 0 mesos.
Concretament coincidia 1 miRNAs (hsa-miR-4321); aquest estava sobre-expressat a les dues
comparacions, tant quan comparavem els patrons d’expressid dels pacients control envers el problema
als 0 mesos (fold change 1,83, p-valor: 0,029) com quan comparavem els patrons d’expressié dels
pacients problema als 3 mesos envers els patrons d’expressio dels mateixos als 0 mesos (fold change
2,62, p-valor: 0,007).
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Figura 1. Representacio en forma de diagrama de Venn dels miRNAs amb diferéncies significatives.
Representacio en forma de diagrama de Venn i nombre de miRNAs que presenten diferéncies significatives quan
es comparen els perfils d’expressio del grup de pacients control als 0 mesos envers el grup de pacients problema
als 0 mesos, els perfils d’expressio del grup de pacients problema als 3 mesos envers els mateixos als 0 mesos i
els perfils d’expressio del grup de pacients control als 3 mesos envers els mateixos als 0 mesos. A més també es
representen els mMiRNASs que coincideixen entre les diverses comparacions.

Per altra banda, i tal com apareix representat a la Figura 2 es cercaren sSnoORNAs i ncRNAs que fossin
significatius a més d’una comparacio. Es va veure que només hi havia coincidéncies quan es
comparaven els snoRNAs i ncRNAs que presentaven diferéncies significatives a la comparacio dels
patrons d’expressio del grup de pacients control als 0 mesos envers el grup de pacients problema als 0
mesos amb els perfils d’expressio dels pacients del grup de problema als 3 mesos envers els mateixos
als 0 mesos. Concretament en coincidia 1 ncRNA (mgU12-22-U4-8); aquest estava sobre-expressat a
les dues comparacions, tant quan comparavem els patrons d’expressié dels pacients control envers el
problema als 0 mesos (fold change: 1,77, p-valor: 0,017) com quan comparavem els patrons
d’expressio dels pacients problema als 3 mesos envers els patrons d’expressié dels mateixos als 0
mesos (fold change: 1,65, p-valor: 0,026).
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Figura 2. Representacié en forma de diagrama de Venn dels snoRNAs i ncRNAs amb diferéncies
significatives. Representacié en forma de diagrama de Venn i nombre de snoRNAs i ncRNAs que presenten
diferencies significatives quan es comparen els perfils d’expressio del grup de pacients control envers el grup de
pacients problema als 0 mesos, els perfils d’expressié del grup de pacients problema als 3 mesos envers els
mateixos als 0 mesos i els perfils d’expressio del grup de pacients control als 3 mesos envers els mateixos als 0
mesos. A més també es representen els snoRNAs i ncRNAs que coincideixen entre les diverses comparacions.

Posteriorment es va realitzar una comparacio dels perfils d’expressio de miRNAs, SNORNAS i ncRNAs
dels pacients control als 0 mesos envers els perfils d’expressio del mateix grup als 3 mesos (good 3m),
els perfils d’expressio del grup problema als 0 mesos (bad Om) i els perfils d’expressié del grup
problema als 3 mesos (good 3m). Els miRNAs que estan sobre-expressats 0 infra-expressats apareixen
a la Figura 3 on es pot veure una representacié dels clusters jerarquics de miRNAs, snoRNAs i
NncRNAs.
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Figura 3. Representacio dels clusters jerarquics de miRNAs, sSnoRNAs i ncRNAs (A) Representacio dels
clusters jerarquics de miRNAs, snoRNAs i ncRNAs on es comparen els perfils d’expressié de dels pacients
control als 0 mesos amb els perfils d’expressié del mateix grup als 3 mesos (good 3m), els perfils d’expressié del
grup problema als 0 mesos (bad Om) i els perfils d’expressié del grup problema als 3 mesos (good 3m). (B)
Amplificaci6 de determinades zones de la figura anterior. EIs miRNAs representats de color verd sén els que es
troben infra-expressats i els representats de color vermell els que estan sobre-expressats a les dues figures.

5. Discussio

A través d’estudis previs realitzats amb organismes knockout per determinats components que
intervenen en les vies de biogénesi dels miRNAs, tals com son DGCRS8 i Dicer, s’ha demostrat el
paper essencial d’aquestes molécules en el desenvolupament del sistema nervids central'’. Moltes
vegades els miRNAs es transcriuen en clusters, aixi la delecio d’un miRNA determinat que forma part
d’un cluster pot alterar 1’expressi6é d’altres miRNAs que formen part del mateix. Aixi, també es duen a
terme altres estudis on es suprimeixen clusters de miRNAs determinats per estudiar funcions més
especifiques’’.

Els miRNAs també intervenen en la regulacié de la proliferacid, migracié i morfogenesi de les
cél-lules endotelials, d’aquesta manera presenten un paper essencial en 1’angiogénesi®®. Els podem
separar en dos grups segons els efectes que presenten sobre aquest procés: existeixen miRNAs pro-
angiogénics, que son els que promouen ’angiogénesi; i MIRNAS anti-angiogenics, els quals 1’eviten o
dificulten®.



Per altra banda, els miRNAs també intervenen en la regulacié de la neurogénesi. D’aquesta manera
juntament amb els factors epigenétics i determinades senyals extrinseques cel-lulars permeten la
formacio de noves neurones funcionals a partir de les cél-lules mare neuronals, la renovacio de les

mateixes, I"especificacié del desti de les noves cél-lules i la seva migraci6, maduracié i integracio™.

A mes, els miRNAs també intervenen en la regulacié de la neuritogénesi i la sinaptogénesi, processos
essencials en la recuperacié funcional posterior a I’ictus isquemic. El desenvolupament de les sinapsis
i de la plasticitat cerebral son processos fonamentals per I’aprenentatge, la memoria i el
coneixement™. Els mRNAs que intervenen en els mecanismes de sinaptogénesi solen estar localitzats
a les dendrites neuronals i codifiquen per diverses proteines implicades en la transduccié de senyals, la
remodelacid del citoesquelet i el transport i la degradacio de proteines, entre altres. Aixi algunes de les
proteines implicades en les vies de senyalitzacié necessaries perqué es produeixin els canvis
morfologics en les connexions sinaptiques son: Mitogen-activated Protein Kinase C (MAPK),
Calcium/Calmodulin-dependent protein Kinase (CaMK) i Protein Kinase C (PKC)™. Per altra banda,
en els processos de neuritogénesi també es requereixen mecanismes de remodelacio6 del citoesquelet,
on hi intervé la Microtubule-Associated Protein 2 (MAP2), entre d’altres™.

D’aquesta manera veiem que els miRNAs son molécules que presenten papers essencials en els
processos de modulacié de les vies de recuperacid funcional posteriors a I’ictus isquémic ja que
intervenen en els mecanismes d’angiogénesi, neurogeénesi, neuritogénesi i sinaptogenesi.

A partir dels resultats anteriors, es seleccionaren una serie de miRNAs per ser estudiats amb més
profunditat. La major part de la recerca es va centrar en els miRNASs que presentaven uns valors de
sobre-expressio o infra-expressio (fold change) molt alts o molt baixos, respectivament i uns p-valors
molt significatius a la comparacio dels perfils d’expressio del grup de pacients control als 0 mesos
envers els perfils d’expressio del grup de pacients problema als 0 mesos. Posteriorment, es va dur a
terme una recerca bibliografica exhaustiva sobre les possibles implicacions de la desregulacié
d’aquests miRNAs en relacio a la modulacio de les vies de recuperacio funcional posteriors a 1’ictus
isquémic, a més de la identificacié dels potencials gens diana regulats per aquests miRNAs i la seva
relacié amb la modulacié dels mecanismes de recuperacio funcional posteriors al procés isquémic.

Inicialment es va dur a terme una recerca bibliografica exhaustiva sobre els miRNAs que estaven
sobre-expressats de manera significativa a la comparacié del grup de pacients control als 0 mesos
envers el grup de pacients problema als 0 mesos i dels seus potencials gens diana.

Pel que fa al hsa-miR-1275 (fold change: 6,68, p-valor: 0,014) es va veure que la seva desregulacio
esta molt relacionada amb processos cancerigens, d’aquesta manera ens fa pensar que aquest miRNA
pugui tenir papers essencials amb la regulacio del cicle cel-lular, influint aixi també amb la modulaci6
de la proliferacio i apoptosi cel-lular. Un estudi va demostrar que aquest miRNA, juntament amb
altres, es troba altament expressat a les mitocondries, la qual cosa el fa molt interessant ja que aquest
organuls son altament importants pel que fa a la regulacié de la supervivéncia i/o apoptosi cel-lular®.
Aixi, la modulaci6 post-transcripcional a nivell mitocondrial permetria una regulacié molt sensible,
rapida i adaptada a les condicions i demandes metaboliques cel-lulars®. Posteriorment, en aquest
estudi es cercaren els potencials gens diana dels miRNAs que abundaven a les mitocondries, els quals
se’ls va anomenar mitomiRs, per coneéixer amb més profunditat les seves implicacions a nivell
cel-lular®. Per altra banda, un altre estudi dut a terme amb dones embarassades va relacionar una
desregulacio dels nivells d’expressié d’aquest miRNA amb defectes del tub neural al fetus, tals com
anancefalia i espina bifida, oferint aixi noves possibilitats de diagnostic prenatal no invasiu i suggerint
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la seva possible implicaci6 en els processos de neurodesenvolupament®. En aquest estudi es va veure
gue el serum extret de les dones embarassades de fetus amb defectes del tub neural presentava uns
baixos nivells d’expressio del hsa-mi-1275 tant a nivell d’array com en la posterior validacio a través
de la PCR quantitativa®, confirmant aixi les seves implicacions a nivell de neurodesenvolupament. Per
altra banda, un altre estudi indica que aquest miRNA intervé en la regulacio de la traducci6 dels gens
que codifiquen per tres Insulin-like Growth Factor-2-mRNA-Binding Proteins (IGF2BP1, IGF2BP2,
IGF2BP3) . A més també es va veure que aquest miRNA es trobava infra-expressat als teixits amb
hepatocarcinoma cel-lular, per la qual cosa podria actuar com a supressor tumoral pel seu paper
regulador sobre determinats oncogens: IGF2BPs i Insulin-like Growth Factor 1 Receptor (IGF1R)%.

Posteriorment, es va fer una recerca dels potencials gens diana regulats per aquest miRNA que tenien
un major percentatge d’homolgia i que poguessin estar relacionats amb la modulacio de les vies de
recuperacié funcional posteriors al procés isquémic. Se’n destacaren els seglients: Glutamate Receptor
Interacting Protein 2 (GRIP2), Vesicle-Associated Membrane Protein 2 (VAMP) o Synaptobrevin 2,
Interleukin 13 Receptor-al (IL13RA1), Actin-f (ACTB), Neurofascin (NFASC), Microtubule-
Associated Protein 1A (MAP1A), Syntaphilin (SNPH), Matrix Metallopeptidase 24 (MMP24) o
Matrix Type-5 Metallopeptidase (MT5-MMP), Neuroligin 2 (NLGN2), Neuronal Differentiation 2
(neuroD2), NFKB Activating Protein-Like (NKAPL), Integrin-a1l (ITGA11l). Aixi aquest miRNA
possiblement intervé en els mecanismes de neurogénesi on s’han de coordinar els mecanismes de
remodelacié del citoesquelet i d’exocitosi cel-lular. Les vesicules exocitiques de les cél-lules es
desplacen a través del citoesquelet per arribar a la periféeria cel-lular on es fusionaran amb la
membrana per aixi incrementar la mida de 1’area de la superficie neuronal®®. Aquesta fusié es duu a
terme mitjangant I’accié de les proteines SNARE: vesicle SNARE (v-SNARE) i target SNARE (t-
SNARE), entre les quals a nivell neuronal destaca la Vesicle-Associated Membrane Protein 2 (VAMP)
o Synaptobrevin 2 que forma part de les v-SNAREZ. Per altra banda, també seran necessaries les
remodelacions a nivell de citoesquelet on hi estaran implicades les seguents proteines: Actin-f
(ACTB), Microtubule-Associated Protein 1A (MAP1A) i Integrin-all (ITGA11), entre d’altres. Per
altra banda, les interaccions entre les cel-lules i la matriu extracel-lular també s6n imprescindibles per
establir les caracteristiques propies del teixit neuronal durant la regeneracié. En aquest punt les Matrix
Metallopeptidases (MMPs) tenen papers essencials; aquestes proteines son una familia
d’endopeptidases dependents de zinc responsables de la degradacié dels components de la matriu
extracel-lular. Concretament les Matrix Type-Metallopeptidases (MT-MMPs) es troben ancorades a
les membranes cel-lulars a través d’un domini transmembrana i presenten funcions implicades amb la
proliferacio i migracio cel-lular. La MT5-MMP és la MT-MMP que mostra una expressio més
especifica, concretament es troba molt expressada al cervell, d’aquesta manera podria intervenir en elS
processos de desenvolupament i manteniment del sistema nerviés; tanmateix el seu paper encara no
esta del tot clar®. Un altre gen que pareix estar implicat en els processos de neurogénesi és el neuroD2
ja que s’ha vist que la seva expressio indueix la neurogenesi en les cel-lules ectodermiques dels
embrions de Xenopus®. A més també es suggereix que aquest miRNA també intervé en processos de
transduccid de senyals i activacié de vies pro-inflamatories (ILL3RAL, NKAPL) i en els mecanismes
de neuritogenesi (NFASC) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/23114) i sinaptogénesi (NLGN2)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/57555). D’aquesta manera veiem que aquest miRNA presenta una
gran importancia pel que fa a mdaltiples processos relacionats amb la modulacié de les vies de
recuperacié funcional: regulacid del cicle cel-lular, neurodesenvolupament, remodelaci6 del
citoesquelet, entre d’altres. Aixi podria ser un bon candidat per estudis funcionals posteriors com a
consequencia de les seves possibles implicacions en la recuperacié funcional posterior al procés
isquémic.
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Per altra costat, es va veure que la desregulacio del hsa-miR-3201 (fold change: 3,66, p-valor: 0,008)
també esta relacionada amb processos cancerosos, suggerint també el seu paper amb la regulacié del
cicle cel-lular i la modulacié de la proliferacié i apoptosi cel-lular. Pel que fa als gens diana relacionats
amb les vies de recuperacio funcional que presentaven un major percentatge d’homologia, es
destacaren els seglients: SLIT and NTRK Like Family Member 1 (SLITRK1) i Neurofascin (NFASC),
els quals també estaven implicats en els mecanismes de neuritogenesi (SLITRK1)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114798) i (NFASC) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/23114).
Diversos articles relacionen les proteines de la familia SLITRK (1-6), les quals estan altament
expressades en el sistema nerviés, amb certs trastorns psiquiatrics®, tals com el trastorn obsessiu
compulsiu, el trastorn bipolar i 1’esquizofrénia. Concretament el gen SLITRK1 codifica per una
proteina integral de membrana implicada amb els processos de neuritogénesi®’. A més, un estudi del
metiloma a nivell cerebral va determinar que aquest gen es troba proxim a determinades tissue-specific
differentially methylated regions (TS-DMRs), per la qual cosa és susceptible de patir modificacions
epigenétiques les quals també poden intervenir en la modulacié de la seva expressié®’. Per altra banda,
també es relaciona una disminuci6 de I’expressié d’aquest gen amb la distrofia miotonica de tipus 1%,
insinuant aixi la seva importancia a nivell del sistema nerviés. A més, als cultius cel-lulars dels
pacients que patien aquesta patologia s’apreciaren alteracions de la sinaptogenesi i neuritogpenesi,
suggerint aixi el seu important paper en la regulacio d’aquestes vies®. Per altra banda, la neurofascina
(NFASC) ¢és una proteina implicada amb 1’adhesi6 cel-lular que presenta diverses isoformes, les quals
tenen diferents patrons d’expressio espacial i temporal. La seva funcio es relaciona amb el creixement
i la fasciculacié de les neurites; a més de 1’organitzacié del nodul de Ranvier en les primeres etapes del
desenvolupament®.

Pel que fa al hsa-miR-3609 (fold change: 3,34, p-valor: 0,033) es va veure que els gens diana que
presentaven un percentatge d’homologia més alt i que podien estar implicats amb les vies de
recuperacié funcional eren: Cytoskeleton Associated Protein 2 (CKAP2), Fibronectin type Il and
SPRY Domain containing 1-Like (FSD1L), ADAM Metallopeptidase domain 22 (ADAMZ22),
Glutamate Receptor Interacting Protein 1 (GRIP1), Neuroregulin 3 (NRG3), Fibronectin Leucine
Rich Transmembrane protein 3 (FLRT3) i Integrin-48 (ITGB8). Aixi es suggereix que aquest miRNA
podria intervenir en la regulacié dels mecanismes de remodelacié del citoesquelet (CKAP2, FSDIL,
FLRT3, ITGBS8), del teixit i en la ruptura de les matrius extracel-lulars (ADAMZ22)
(http://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/53616) essencials per a neurogénesi. Per altra banda, també es
proposen les seves implicacions en la regulacié de la proliferacié, migracid, diferenciacid i
supervivencia 0 apoptosi de les cel-lules neuronals (NRG3)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10718). La neuroregulina 3 (NRG3) és una proteina de la familia
de les neuroregulines que presenta multiples funcions a nivell de desenvolupament. A més,
determinades variacions de la mateixa s’associen amb molts trastorns del neurodesenvolupament, tals
com I’autisme o I’esquizofrénia®, d’aquesta manera es suggereix el seu important paper a nivell de
desenvolupament del sistema nervios.

A través de la recerca bibliografica relacionada amb el hsa-miR-941 (fold change: 3,13, p-valor:
0,048) es va veure que la seva desregulacid es relaciona amb processos cancerigens® i colitis
ulcerosa®, suggerint aixi també el seu paper en la regulacié del cicle cel-lular i la modulacié de la
proliferacio i apoptosi cel-lular. Un estudi relacionat amb el carcinoma hepatocel-lular va demostrar
que aquest miRNA es trobava infra-expressat i hipermetilat en aquestes cel-lules®. Per altra banda,
també es varen dur a terme estudis in vitro, els quals demostraren que la seva sobre-expressio
disminuia els mecanismes de proliferacié, migracié i invasié cel-lular tipics dels processos
cancerigens®. A més es va identificar el gen que codifica per la lysine (K)-specific Demethylase 6B
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(KDM6B) com a potencial gen diana del miRNA, el qual com el seu nom indica esta relacionat amb
els processos de metilaci6 dels acids nucleics™.

Per altra banda es va veure que la desregulacié del hsa-miR-625 (fold change: 2,88, p-valor: 0,026)
també s’ha relacionat amb els processos cancerosos a més de la narcolépsia®, entre d’altres. Un estudi
va establir una relacié entre la desregulacié d’aquest miRNA i els nivells de colesterol circulants®, els
quals constitueixen un factor de risc vascular implicat en el procés isquémic. Respecte el gens diana
que presentaven un major percentatge d’homologia, ens varem centrar amb el Claudin 11 (CLDN11)
el qual mostra un important paper en la regulacié de la proliferacié i migracié dels oligodendrocits. Els
oligodendrocits exhibeixen papers essencials en la produccié i manteniment de les beines de mielina
del sistema nervios, per aixi permetre una conduccié més rapida i eficient de I’impuls nervios a través
dels axons neuronals. Es va dur a terme un estudi on es determinaren els perfils d’expressio de
miRNAs dels oligodendrocits en procés de diferenciacié per despres identificar els principals gens
diana regulats pels mateixos i es va veure que un d’aquests gens implicats era el CLDN11, entre
d’altres®. D’aquesta manera es proposen les implicacions d’aquest miRNA en la regulacié de
I’oligodendrocitosi, procés important en la recuperacié funcional posterior al procés isquemic.

Posteriorment, es va passar estudiar amb més profunditat els miRNAs que estaven infra-expressats de
manera significativa a la mateixa comparacio (perfils d’expressié de miRNA als 0 mesos del grup de
pacients control envers els perfils d’expressi6 del grup de pacients problema als 0 mesos). Pel que fa al
hsa-miR-4746-5p (fold change: -1,69, p-valor: 0,011), es destacaren els segiients gens diana: Mitogen-
Activated Protein Kinase kinase kinase 7 (MAP3K7), amb un 86% d’homologia i Dynein Axonemal
Light chain 4 (DNAL4), amb un 77% d’homologia. Aixi es va relacionar la desregulacio d’aquest
miRNA amb possibles alteracions en la transduccié de diverses vies de senyalitzaci6 (MAP3K?7)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6885), tals com 1’apoptosi i el transport de proteines (DNAL4)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10126), suggerint aixi el seu possible paper en les vies de
recuperaci6 funcional posteriors al procés isquémic.

Per altra costat, també s’ha relacionat el hsa-miR-675* (fold change: -1,76, p-valor: 0,043) amb
processos cancerigens a més de la regulacié de vies implicades amb la supervivéncia de les cél-lules
esquelétiques®. Concretament, un estudi relacionat amb 1’osteoporsi va determinar que la inhibici6
d’aquest miRNA permetia una major proliferacio, diferenciacié i adhesié de les cél-lules
esquéletiques®, proposant aixi el seu paper en els processos de desenvolupament i proliferacio
cel-lular i suggerint les seves possibles implicacions en la regulaciéo del desenvolupament d’altres
sistemes o0 teixits corporals, com per exemple el sistema nervids. Pel que fa a als gens diana
relacionats que presentaven un major percentatge d’homologia, es varen destacar els segtients: ADAM
Metallopeptidase domain 22 (ADAMZ22) i Autophagy related 4A cysteine peptidase (ATG4). Aixi es
proposa la intervencié d’aquest miRNA en la regulacié dels mecanismes de remodelacio dels teixits i
ruptura de les matrius extracel-lulars (ADAM22) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/53616)
essencials en la neurogenesi; a més de la modulacié dels mecanismes d’autofagia cel-lular, els quals
també presenten papers essencials en la determinacio de la supervivéncia o mort cel-lular (ATG4)* i
per tant estan relacionats amb el neurodesenvolupament. Els mecanismes d’autofagia integren una
série de vies cataboliques que presenten com a objectiu primordial el reciclatge dels components
citoplasmatics a través de la formacié d’autofagosomes on s’acumulen els components que es volen
eliminar fins que es transporten als lisosomes on seran degradats®’, d’aquesta manera la desregulacio
d’aquests processos pot influir amb la supervivéncia cel-lular.
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Finalment també es va fer una recerca bibliografica del hsa-miR-4321, el qual coincidia dues de les
comparacions que es varen dur a terme. Es va veure la seva desregulacio es relaciona amb la Visceral
Leishmaniasis (VL), que és una malaltia inflamatoria multifactorial®. Pel que fa als seus potencials
gens diana, se’n va destacar un: Dual specificity Tyrosine phosphorylation Regulated Kinase 1
(DYRK1A), amb un 88% d’homologia. Aixi, es suggereix que aquest miRNA presenta un paper en la
transduccid de diverses vies de senyalitzacio, les quals intervenen en la regulacio de la proliferacio
cel-lular i en el desenvolupament cerebral (DYRKZ1A) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1859). En
el nostre treball, estava sobre-expressat a les dues comparacions, tant quan comparavem els patrons
d’expressio del grup de pacients control als 0 mesos envers els patrons d’expressiéo del grup de
pacients problema als 0 mesos (fold change 1,83, p-valor: 0,029); com quan comparavem els patrons
d’expressio dels pacients problema als 3 mesos envers els patrons d’expressié dels mateixos als 0
mesos (fold change 2,62, p-valor: 0,007). Aixi aquests resultats ens poden fer pensar que aquest
miRNA podria estar implicat amb la modulaci6 dels processos de recuperacio funcional; els quals es
duen a terme a etapes primerenques en els pacients del grup control (es troba sobre-expresessat als 0
mesos en els pacients del grup control) i a etapes més tardanes en els pacients del grup problema (es
troba sobre-expressat als 3 mesos en els pacients del grup problema).

D’aquesta manera i tal i com s’esperava a la hipotesi veiem que els miRNAs que estan més sobre-
expressats i infra-expressats de manera significativa quan es compara el perfil d’expressié del grup de
pacients control als 0 mesos envers el perfil d’expressio del grup de pacients problema als 0 mesos
constitueixen potencials reguladors dels processos de recuperacié funcional posteriors a I’ictus
isquémic. A la Taula 5 es representen els principals miRNAs que presenten diferencies significatives
en aguesta comparacio, els seus potencials gens diana i les vies de recuperacié funcional relacionades
amb aquets gens que sén modulats pels miRNA corresponents.

Potencials miRNAs implicats amb les vies de recuperacié funcional posteriors a I’ictus
miRNA Fold change Gens diana Vies de ECUpEracio
relacionades
VAMP, IL13RA1,
ACTB, NFASC, Neurogénesi
MAPIA, SNPH, neuritogénes,i
hsa-miR-1275 6,68 MMP24, NLGNZ2, | . 00 N
neuroD2,  NKAPL, | S'Naptogenesi
ITGALl
hsa-miR-3201 3,66 SLITRK1, NFASC, Neuritogénesi
CKAP2, FSDI1L,
hsa-miR-3609 3,34 ADAM22, NRG3, | Neurogenesi
FLRT3, ITGB8
hsa-miR-625 2,88 CLDN11 Oligodendrocitosi
hsa-miR-4746-5p -1,69 MAP3K7 Apoptosi
hsa-miR-675* 1,76 ADAM22, ATG4 Neurogenes,
autofagia

Taula 5. Potencials miRNAs implicats amb les vies de recuperaci6 funcional posteriors a I’ictus isquémic.
Potencials miRNAs que presenten diferéncies significatives (p-valor <0,05) quan es comparen els perfils
d’expressio de miRNAs dels pacients del grup control (good-outcome) als 0 mesos envers els perfils d’expressio
de miRNAs dels pacients del grup problema (bad-outcome) als 0 mesos implicats amb les vies de recuperacio
posteriors a 1’ictus isquémic, nivells de sobre-expressié o infra-expressio (fold change), gens diana relacionats
amb les vies recuperacié funcional amb un major percentatge d’homologia i vies de recuperacié funcional amb
les quals podrien estar més relacionats aquests gens els quals s6n modulats pels miRNAs.
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A banda d’aix0, també es proposen altres miRNAs com a biomarcadors de pronostic funcional del
procés d’ictus isquemic. La familia de miRNAs hsa-let-7 esta molt relacionada amb I’estat de
diferenciacio cel-lular'. En el nostre treball trobem que el miRNA hsa-let-7g esta significativament
sobre-expressat (fold change: 21,59, p-valor: 0,035) quan comparem els perfils d’expressio del grup
problema als 3 mesos envers els del mateix grup als 0 mesos. Per altre costat, també veiem que el
miRNA hsa-let-7d* esta sobre-expressat (fold change: 1,56, p-valor: 0,002) de manera significativa,
perd en aquest cas quan comparem els perfils d’expressio del grup control als 3 mesos envers el
mateix grup als 0 mesos. D’aquesta manera podem dir aquests mMiRNAs podrien relacionar-se amb la
modulacié de I’estat de diferenciacié cel-lular ja que la seva expressid varia amb el temps. Els gens
diana del hsa-let-7g que presenten un major percentatge d’homologia i que poden estar relacionats
amb les vies de recuperacio funcional posteriors a 1’ictus son: ADAM Metallopeptidase with
Thrombospondin type 1 motif 8 (ADAMTSS8), Tubulin Tyrosine Ligase-Like family, member 4
(TTLL4). Aixi es suggereix la implicacid d’aquest miRNA en la regulacié dels mecanismes de
remodelacié del citoesquelet (TTLL4). Les proteines de la familia Tubulin Tyrosine Ligase-Like
family (TTLL) estan implicades en determinades modificacions post-traduccionals essencials, com la
poliglutamilacié de certes estructures, tals com les dels microtdbuls presents a les neurones®. A més
aquest miRNA també pareix estar implicat en la remodelacio dels teixits i la ruptura de les matrius
extracel-lulars (ADAMTSS8), processos essencials per la neurogénesi. Un estudi ha demostrat 1’alta
expressio d’aquesta proteasa a tot 1’encéfal i a més, I’ha relacionada amb propietats anti-
angiogéniques™. Per altra banda, els gens diana del hsa-let-7d* que presenten un major percentatge
d’homologia i que podrien estar relacionats amb les vies de recuperacié funcional son:
Calcium/calmodulin-dependent protein Kinase Kinase-28 (CAMKK2) i Protein Kinase cAMP-
dependent Catalytic-f (PRKACB). Aixi es suggereix la relacié d’aquest miRNA amb la modulacio
dels processos de transduccié de senyal implicats amb la diferenciacié i migracié neuronal, la
neuritogénesi i la sinaptogénesi (CAMKK2 i PRKACB). Els gens PRKACA i PRKACB codifiquen per
les dues subunitats catalitiques de la cAMP-dependent Protein Kinase A (PKA), a i  respectivament.
Un estudi realitzat amb ratolins va demostrar la relacio d’una menor activitat de PKA amb un major
risc de patir defectes posteriors del tub neural*, suggerint aixi els efectes de la desregulacié d’aquesta
proteina a nivell de neurodesenvolupament. En aquest treball veiem que als 3 mesos el mMiRNAs
d’aquesta familia presenten una expressid molt més elevada en els pacients problema que en els
control, suggerint aixi que el seu paper en I’estat de diferenciacio cel-lular, el qual en els pacients
problema es produeix a etapes més tardanes.

Un altre miRNAs molt relacionat amb els processos d’angiogenesi o formaci6 de nous vasos sanguinis
és el hsa-miR-126. Aquest miRNA intervé en la regulaci6 de diversos aspectes de la biologia cel-lular
de I’endoteli, tals com la migracio cel-lular, 1’organitzacio del citoesquelet i 1’estabilitat dels capil-lars.
Certs estudis, els quals s’han basat amb la utilitzacié de 1’antagomir-126, per inhibir la seva
transcripcio, han demostrat que aquest miRNA presenta papers essencials en la resposta angiogeénica i
arteriogénica'®. El seu paper modulador es basa en la preséncia de multiples dianes del mateix en els
mRNAs que codifiquen per proteines que intervenen en la regulacié de I’angiogénesi i integritat
vascular. D’aquesta manera es considera aquest miRNA com a pro-angiogenic ja que manté el
desenvolupament, la regeneracié i la integritat vascular'®. A més, podem destacar els gens que
presenten un major percentatge d’homologia amb el miRNA son els segunts: Sprouty-Related EVH1
Domain-containing protein 1 (SPRED1), Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit g (PIK3R2)
o0 p85-4 i Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1)*. En el nostre treball veiem que aquest
miRNA esta sobre-expressat de manera significativa quan es comparen els perfils d’expressio dels
pacients del grup problema als 3 mesos envers els perfils d’expressio del mateix grup als 0 mesos (fold

27



change: 8,77, p-valor: 0,016), suggerint aixi el seu increment en etapes tardanes per la seva implicacid
en les vies de recuperacié funcional posteriors al procés isquemic.

Altres miRNAs implicats en els processos d’angiogénesi que presenten diferéncies significatives en
les comparacions que s’han dut a terme en aquest treball son els que s’inclouen en el cluster miRNA
17-92. Aquest cluster presenta els segients miRNAs: miR-17-5p, miR17-3p, miR-18a, miR-19a,
miR20a, miR-19b-1 i miR-92-1. Les seves funcions son les de promoure 1’angiogénesi de les cél-lules
tumorals i inhibir la seva apoptosi. El fet de que s’incrementi I’angiogénesi radica amb la supressio o
decreixement de I’expressio de la proteina Thrombospondin-1 (Tsp-1), la qual actua con a factor anti-
angiogénic®. Per altra banda, I’angiogénesi constitueix una resposta adaptativa tissular a la hipoxia, la
qual promou 1’actuacio dels Hypoxia Inducible Factors (HIF), els quals també activaran altres gens
pro-angiogénics'™®. En aquest treball el miRNA que presenta diferéncies significatives d’aquest cluster
és el hsa-miR-19a. Aquest esta significativament infra-expressat quan es comparen els perfils
d’expressio dels pacients del grup problema als 3 mesos envers els perfils d’expressio del mateix grup
als 0 mesos (fold change: -1,54, p-valor: 0,041) .

Per acabar, és important dir que els resultats obtinguts en aquest estudi estan pendents de validacio en
una cohort més amplia de pacients i mitjancant una altra técnica, la PCR quantitativa. També caldra
dur a terme estudis funcionals per verificar a nivell experimental el paper modulador de cada miRNA
identificat en relacid a les vies de recuperacio6 funcional posteriors al procés d'ictus isquemic. Per altra
banda, també es podria analitzar de manera paral-lela el perfil d’expressid6 de miRNAs dels pacients a
nivell de liquid cefaloraquidi, per aixi poder-lo comparar amb els patrons d’expressio de miRNAS en
sang periférica.

6. Conclusions

1. Mitjangant arrays d’expressio s’han identificat 11 miRNAs d’expressio diferencial entre els
pacients que presenten una bona recuperacié funcional (good-outcome) respecte els pacients
que evidencien una marcada discapacitat als 3 mesos després de I’ictus (bad-outcome), els
quals podrien ser usats com a biomarcadors de pronostic funcional en I’ictus isquémic.

2. Els miRNAs on es varen apreciar diferéncies més significatives, tant a nivell de sobre-
expressié com d'infra-expressio, varen ser: hsa-miR-1275, hsa-miR-3201, hsa-miR-3609, hsa-
miR-941, hsa-miR-625, hsa-miR-4746-5p, hsa-miR-675*.

3. Caldra realitzar estudis de validacié amb una cohort més amplia de pacients mitjancant PCR
quantitativa per verificar els resultats obtinguts; i estudis funcionals on s’analitzin les
implicacions dels miRNA sobre els seus gens diana per determinar els efectes de la
desregulacio de I’expressié d’aquests gens en les vies de recuperacid funcional de la regio
isquémica.
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