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RESUMEN

Introduccidn:

La Fibrodisplasia Osificante Progresiva (FOP) es causada por
variantes patogénicas en estado heterocigoto del gen ACVR1.

A pesar de tener identificado el gen causante de la enfermedad,
los mecanismos moleculares subyacentes a la formacion de
hueso heterotdpico no han sido completamente dilucidados. Se
ha propuesto que las células mononucleares en sangre periférica
(PBMC) juegan un papel importante secretando factores que
inducen la osificacion heterotépica. Los miRNAs son reconocidos
como reguladores epigenéticos claves de la expresidon génica. El
papel de los miRNAs en la FOP no ha sido estudiado a
profundidad. El analisis del eje de interaccion de miRNAs puede
contribuir a comprender los procesos celulares que llevan a la
formacion de hueso heterotdpico en estos pacientes. Hasta el
momento se han publicado muy pocos estudios enfocados en la
regulacién epigenética que aportan los miRNAs en esta
condicidn.

Metodologia: Se recolectaron muestras de sangre de cinco
pacientes con FOP y de cinco individuos sanos. Se aislaron PBMC.

Se realizé extraccion de RNA total y smallRNAseq utilizando



NextSeq 2000. El anadlisis de expresion diferencial de miRNAs se
realizé utilizando miRge3.0. Se identificaron los genes blanco de
los miRNAs diferencialmente expresados y se llevo a cabo
analisis de enriquecimiento funcional.

Resultados: Se obtuvieron 11 miRNAs sobreexpresados con
significancia estadistica y ningin miRNA infraexpresado.

En el analisis de enriquecimiento funcional se identificaron 3849
genes blanco, ademas de vias de sefializacidn relacionadas con
la osificacién heterotdpica como HIF-1, TNF, MAPK, TGF-beta,
VEGFA, VEGFR2.

Conclusiones: Existe expresion diferencial de miRNAs en PBMC
derivadas de pacientes con FOP en comparacién con controles
sanos. Los mIiRNAs diferencialmente expresados estan
involucrados en el control de vias celulares claves para la
formacion de hueso heterotdpico. Es necesario validar los
miRNAs y genes blanco mediante gPCR a fin de determinar su
valor como potenciales herramientas de aplicacién clinica.
Palabras clave: Fibrodisplasia osificante progresiva, miRNA,

regulacidn epigenética, osificacion heterotdpica.



OBIJETIVOS

Objetivo general

eldentificar los miRNAs, circRNAs y mRNAs con expresidon
diferencial en células mononucleares periféricas derivadas de
pacientes con diagndstico confirmado de FOP comparado con
individuos sin evidencia de la enfermedad pareados por edad y
sexo a fin de identificar los ejes de interaccion miRNA-circRNA-

mMRNA involucrados en la formacion de hueso heterotdpico.

Objetivos especificos

eAislar células mononucleares periféricas de pacientes con
diagndstico de FOP e individuos pareados por edad y sexo sin
evidencia de la enfermedad y realizar extraccién de RNA total.
eAnalizar mediante secuenciacion de RNA pequeiio
(smallRNAseq) la expresion de miRNAs en ambos grupos de
estudio.

eldentificar los transcritos con expresion diferencial entre los
grupos de estudio.

eCon los transcritos diferencialmente expresados se realizard
analisis de enriquecimiento de funciones bioldgicas utilizando

bases de datos de acceso publico.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

éExisten miRNAs con expresion diferencial en pacientes con FOP
gue regulen procesos celulares involucrados en el proceso de

osificacidn heterotodpica?

HIPOTESIS

Los miRNAs diferencialmente expresados en pacientes con FOP
regulan procesos celulares involucrados en el proceso de

osificacién heterotopica.

MARCO TEORICO

La FOP (MIM 135100) es un trastorno caracterizado por la
osificacién heterotdpica de los tejidos blandos, como el musculo
esquelético, los ligamentos y los tendones. La mayor parte de la
osificacidn heterotdpica comienza en la infancia. El acortamiento
del primer dedo de los pies se observa desde el nacimiento en
mas del 90% de los pacientes con FOP tipica. (Katagiri et al.,
2021). Otros hallazgos al nacimiento pueden incluir fémur ancho
o malformaciones de vértebras cervicales.(Kannu & Levy, 2021).
El proceso de osificacion en FOP es similar al desarrollo éseo

normal. (Katagiri et al., 2021)



Antecedentes historicos

La primera descripcion verificable de FOP, fue publicada en la
Philosophical Transaction of the Royal Society of London por
John Freke en 1740. En 1868, Von Dusch la describié con el
nombre de miositis osificante progresiva, dada la presencia de
brotes inflamatorios episoddicos que afectan al musculo
esquelético (De Brasi et al., 2021). Durante la década siguiente,
Frankel y Helferich reconocieron el acortamiento del primer
dedo de los pies en estos pacientes. Durante casi un siglo, la
afeccion se conocid comunmente como miositis osificante
progresiva (MOP) (Adam et al., 2020a). El término fibrodisplasia
osificante progresiva (FOP) fue propuesto por Bauer y Bode en
1940 y adoptado por McKusick en 1960 en reconocimiento de la
afectacion primaria del tejido conectivo de tendones,
ligamentos, fascias y aponeurosis (Kaplan et al., 2020).

La descripcidn en 2006 de variantes patogénicas en heterocigosis
en el gen ACVR1 como etiologia de la FOP, marcd el comienzo de
una gran cantidad de conocimiento enfocado a la comprensién
de las bases moleculares de la enfermedad (Kaplan et al., 2020).
El gen ACVR1 ha sido mapeado en 2g24.1 por medio de analisis

de ligamiento (De Brasi et al., 2021).



Epidemiologia

Se estima que la incidencia de FOP es de aproximadamente 1 a
1.7 en 2 millones de recién nacidos vivos en todo el mundo,
independientemente de la poblacién o sexo (Katagiri et al.,

2021).

Aspectos moleculares

La FOP es causada por variantes patogénicas de ganancia de
funcidn en el gen ACVR1, que codifica un receptor de la proteina
morfogenética 6sea (BMP) tipo I. El mecanismo de herencia es

autosémico dominante.
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Figura 1. Gen ACVR1.

A.El gen ACVR1 se localiza en el cromosoma 2 en citobanda 2g24.1. B. El gen ACVR1 contine nueve
exones. C. Representacion esquematica de los dominios de la proteina. El dominio extracelular contine
un péptido sefial (SP) y un dominio de unién al ligando (LB), seguido de TM, GS, y dominio

serina/treonina cinasa. Modificado de (Nagar et al., 2023).



La variante patogénica en c.617G>A condiciona una sustitucién
de arginina por histidina en la posicién 206 (p.R206H) de la
proteina ALK2/ACVR1, que se encuentra en el dominio GS cerca
de la regidon de yuxtamembrana e induce una sefalizacién
aumentada a través del transductor candnico de unidn al ligando
de BMP y activacion del receptor, induce la fosforilacion de
Smad1 y Smad5, asi como la sefalizacion de BMP en ausencia de
un ligando exégeno (Ravazzolo & Bocciardi, 2021). Esta variante
se ha identificado en mas del 95 % de los pacientes con FOP.
(Katagiri et al., 2021). Otras variantes patogénicas identificadas
(12 mutaciones adicionales, p.L196P, p.delP197_F198insL,
p.R202I, p.Q207E, p.R258G, p.R258S, p.G325A, p.G328E,
p.G328R, p.G328W, p. G356D, y p.R375P) se ubican en los exones
4 a 7 del gen ACVR1 (Akyuz et al., 2019). Se asocian con una
amplia gama de fenotipos esqueléticos en comparacién con los
pacientes que presentan ACVR1 R206H. (Towler & Shore, 2022).
Todas las variantes patogénicas asociadas con FOP se encuentran

en los dominios intracelulares, GS o cinasa.
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Figura 2. Representacion esquematica de los dominios y localizaciones de las variantes patogénicas
en el gen ACVR1. Modificado de (Valer et al., 2019).

ALK2/ACVR1
En los seres humanos, doce proteinas cinasas transmembrana,
incluida ALK2/ACVR1, funcionan como receptores de unidén para
ligandos de la familia TGF-B y juegan un rol critico en los procesos
de crecimiento y desarrollo (Kaliya-Perumal et al., 2020).
Se clasifican en dos subgrupos, receptores tipo | y tipo I, segln
la presencia (tipo 1) o ausencia (tipo Il) de un dominio
caracteristico de residuos de glicina y serina (dominio GS) en el
dominio yuxta-membrana citoplasmatica.

l. Receptores tipo 1 (ALK1-ALK7) que tienen un

dominio rico en glicina-serina (GS) y su dominio

cinasa permanece inactivo en ausencia de ligando.



En respuesta a las proteinas morfogenéticas de hueso
(BMPs), tres tipos de receptores tipo 1-
BMPR1A/ALK3, BMPR1B/ALK6 y receptor de activina
A tipo | (ACVR1)/ALK2 ejercen un efecto osteogénico
crucial para mantener la homeostasis 6sea y
condrogénesis.

Il. Receptores tipo 2 (BMPR-II, ActRIIA, ActRIIB, ThRIl y
AMHRII), que no presentan el dominio GS y poseen

activo el dominio cinasa de manera constitucional.

Papel de los receptores tipo | en la transduccion de senales
inducida por ligandos

Los ligandos de la familia TGF-B tienen multiples actividades
biolégicas en diversas condiciones, incluido el desarrollo
embrionario, el mantenimiento y la regeneracion de tejidos, asi
como la muerte celular. Los ligandos se pueden clasificar en
subgrupos osteogénicos y no osteogénicos segln su actividad
bioldgica in vivo.

BMP2, BMP4, BMP7 y BMP9 inducen la formacién de hueso

nuevo en los tejidos del musculo esquelético, mientras que los



TGF-B, la activina Ay la miostatina no exhiben dicha actividad in
vivo (Pierce & Perrien, 2021).

Las actividades osteogénicas y no osteogénicas se determinan
mediante la unién al receptor tipo I, que activa las vias de
sefializacion intracelular. Los ligandos osteogénicos se unen a
ALK1, ALK2, ALK3 y/o ALK6 como receptores de tipo | e inducen
la fosforilacién de los factores de transcripcion Smad1 y Smad5;
Los ligandos no osteogénicos se unen a ALK4, ALK5 y/o ALK7 y
activan Smad2 y Smad3 (Katagiri et al., 2021).

ALK2/ACVR1 es una proteina transmembrana que consta de 509
aminodcidos. Cuenta con varios dominios: un péptido sefial
(aminoacidos 1 a 20), un dominio de unién a ligando
extramembrana (aminoacidos 21 a 123), un dominio
transmembrana (aminodcidos 124-146), un dominio de
glicina/serina (GS) (aminoacidos 178-207) y un dominio de
cinasa intracelular (aminodcidos 208-502) (Katagiri et al., 2021).
Funciona como receptor para miembros de la familia del factor
de crecimiento transformante B (TGF-B), especialmente para
aquellos que inducen sefalizacién osteogénica, como las
proteinas morfogenéticas dseas (BMP). Se ha demostrado que

las BMP estan involucradas en el desarrollo de diversos



organismos en los vertebrados, como huesos, cartilagos,
cerebro, corazén, pulmones, rifiones, colon y drganos

reproductivos (Duminuco et al., 2024).

Fisiopatologia

En condiciones normales, la activina A se une a los receptores
ALK2/ACVR1 para bloquear la sefializacidon intracelular activada
por las BMP. El cambio en la funcién bioquimica de ALK2/ACVR1
basado en el ligando se ha propuesto como responsable de la

patogénesis de la FOP (Katagiri et al., 2021).

BMP ActivinaA  Activina A
Tipol Tipo |
ALK2 ALK4
U0 ALK7
ACVR2A 7 @ 2
ACVR2B — _—
P X P
Smad1/5/8 ®) Smad2/3 (®) Smad1/5/8 (®)
Normal

Figura 3. Diagrama de la red de sefializacién de BMP/Activina A en pacientes sanos y pacientes con
FOP. BMP envia sefiales a través del receptor de tipo | de BMP ALK2, induciendo la fosforilacién de
Smad1/5, mientras que la Activina A induce la fosforilaciéon de Smad2/3 a través de ALK4/7. BMP y
Activina A comparten receptores de tipo Il (ACVR2A, ACVR2B). Sin embargo, en FOP, la Activina A
conduce a la fosforilacion de Smad1/5 a través de ALK2 y desencadena la osificacion heterotdpica.

P: fosforilacién. Modificado de (Lin et al., 2019)



ACVR1y la via BMP

La mayoria de los pacientes con FOP presentan la misma variante
patogénica en ACVR1 (c.617G > A; R206H) y un cuadro clinico
caracteristico (descrito como FOP "clasica").

Todas las variantes patogénicas de ACVRI1 identificadas en
individuos con FOP clasica o variantes ocurren en aminoacidos
altamente conservados evolutivamente, lo que indica su
importancia funcional (Srinivasan et al., 2024).

Muchos estudios han respaldado que la transduccidn de sefiales
a través de la via BMP esta alterada en células de individuos con
FOP, con disminucion de la expresidn de antagonistas de BMP,
aumento de la fosforilacidon de los mediadores de sefalizacion
de la via BMP (proteinas SMAD especificas de BMP y p38MAPK),
trafico desregulado de receptores de BMP, y aumento de la
expresion de objetivos transcripcionales de BMP en ausencia de

ligando de BMP exdgeno (Kaplan et al., 2020).

Osteocondrogénesis
Se ha demostrado que ACVRI regula el destino condrogénico

temprano en la FOP (Kaplan et al., 2020).



La osificacion heterotdpica en FOP parece proceder de una via
endocondral, con formacién anormal de cartilago articular,
artropatia precoz, placas de crecimiento displasicas y formacién

de osteocondromas (Towler & Shore, 2022).

La inflamacion como desencadenante de osificacidon
heterotodpica

La osificacion heterotopica en la FOP es episddica y esta
impulsada por la presencia de inflamacién (Alessi Wolken et al.,
2018).

La contribucién del sistema inmunoldgico en la FOP es un
importante foco de investigacion. Las lesiones de osificacion
heterotdpica albergan linfocitos, macréfagos y mastocitos
(Wentworth et al., 2019).

Los pacientes con FOP sin datos clinicos de dolor presentan
niveles  significativamente  elevados de interleucinas
proinflamatorias, lo que indica que pueden estar en un estado
inflamatorio constante (Matsuo et al., 2019). La condicién
hipdxica en los tejidos es otro factor que contribuye a la
patogénesis de la FOP, posiblemente a través del factor 1-a

inducible por hipoxia (HIF-1-a), que promueve la amplificacién



de la sefializacion de BMP mediante la retencién del receptor

ALK2 en los endosomas (de Ruiter et al., 2021).

Vascularizacion en FOP

Las condiciones hipdxicas favorecen parcialmente Ila
diferenciacion de condrocitos al mantener la activacion de la
sefializacion de BMP e inducen la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), lo que promueve la
infiltracion de los vasos sanguineos, lo que a su vez impulsa la
formacion de hueso endocondral (Morales-Piga et al., 2014). Las
células endoteliales de pacientes con FOP parecen tener una
expresion disminuida de cadherina endotelial vascular (VE) en
condiciones inflamatorias, posiblemente debido a una
interaccion alterada de la sefalizacidon de cadherina endotelial
vascular con el complejo del receptor ALK2 (de Ruiter et al.,

2021).

Manifestaciones clinicas

Los pacientes con FOP presentan deformidad congénita del
primer dedo de los pies (hallux valgus) que suele ser bilateral. Asi

como osificacion heterotdpica progresiva, ya sea espontanea o



en respuesta a un traumatismo de tejidos blandos (incluidos los
traumatismos iatrogénicos por vacunas o procedimientos
quirargicos).

Los episodios de inflamacion de los tejidos blandos son
recurrentes (brotes), que presentan dolor y pueden preceder a

la osificacién heterotdpica localizada (Katagiri et al., 2018).

Brotes

Estdn caracterizados por inflamacidon localizada de tejidos
blandos. Se asocian con dolor, pérdida de movilidad articular,
rigidez y aumento de temperatura local (Al Mukaddam et al.,
2022).

En algunos casos, los brotes no tienen un desencadenante
identificable, pero muchos ocurren como resultado de un
trauma fisico (incluido un trauma menor) o enfermedades
infecciosas. Los procedimientos invasivos, como las biopsias de
tejidos blandos y especialmente la extirpacién quirurgica de
hueso heterotépico no estdn indicados, ya que pueden
desencadenar crecimiento de hueso heterotdpico. La mayoria de

los brotes se resuelven dentro de las 8 semanas posteriores al



inicio, con la excepcion de los brotes de espalda y cadera, que
pueden durar mucho mas (Kannu & Levy, 2021).

Las lesiones tempranas de FOP (3 a 4 semanas) se caracterizan
por un proceso inflamatorio pronunciado, seguido de una fase
fibroproliferativa intensa asociada con angiogénesis y

neovascularidad (Bauer et al., 2018).

Osificacion heterotdpica

La formacién de hueso heterotépico (en tejidos blandos) puede
manifestarse como una masa palpable. El inicio de la osificacién
heterotdpica en individuos con la variante patogénica mas
comun (c.617G>A [p.Arg206His]) es entre uno y diez afios de
edad, mientras que en pacientes con FOP atipica, el inicio de la
osificacidon heterotdpica puede ser posterior (Martin-Garcia et
al., 2021).

De acuerdo con el registro de la Asociacion Internacional FOP
(IFOPA), la media de edad de inicio de sintomatologia
(osificaciones heterotépicas) es a los 5.4 afios, mientras que la
edad media de diagndstico de FOP es a los 7.5 afios (De Brasi et

al., 2021).



La osificacién heterotdpica puede ocurrir en cualquier ubicacion,
generalmente afecta regiones cercanas al esqueleto axial en las
etapas tempranas y posteriormente afecta al esqueleto
apendicular. Esto puede provocar una restriccion del
movimiento articular. La osificacion de la mandibula y el cuello
puede afectar la deglucién y el habla.

La osificacion heterotdpica que ocurre en la regién toracica y
submandibular puede restringir la funcidn respiratoria. Ademas,
la afectacion costovertebral, la osificacion de los musculos
intercostales, paravertebrales y las aponeurosis, asi como la
deformidad espinal progresiva con cifoescoliosis, pueden
provocar el sindrome de insuficiencia tordcica , siendo la causa
principal de mortalidad. Los pacientes con sindrome de
insuficiencia toracica pueden presentar neumonia, hipoxemia,
hipercapnia, hipertensién pulmonar e insuficiencia cardiaca
derecha (Pignolo et al., 2022).

La osificacidon heterotépica puede diagnosticarse erroneamente
como tumores u osteocondromas aislados, como los que se
observan en los osteocondromas multiples hereditarios,
especialmente si no se reconocen las malformaciones del hallux

(Adam et al., 2020).



Las anomalias tipicas de la columna cervical en la FOP incluyen
cuerpos vertebrales altos y estrechos, asi como fusién de las
articulaciones facetarias entre las cuerpos vertebrales C2 y C7.
Es comun la anquilosis de la articulacion temporomandibular. En
casos de discapacidad grave, la alimentacidn y la higiene bucal
pueden verse gravemente afectadas.

Hasta el 50% de las personas con FOP experimentan pérdida de
audicién, generalmente conductiva, de inicio durante la nifez y
progresa gradualmente.

Los sintomas neurolégicos comunmente reportados en FOP
incluyen  dolor neuropatico y cefalea recurrentes,
particularmente en pacientes mujeres pospuberes.

Los pacientes con FOP tienen un riesgo aproximadamente 3
veces mayor que la poblacidon general de presentar calculos
renales.

Las dificultades en la marcha y la incapacidad para compensar
las limitaciones fisicas contribuyen a las lesiones relacionadas

con caidas en pacientes con FOP (Kannu & Levy, 2021).



Hallazgos de imagen

La ecografia prenatal puede identificar la deformidad de hallux
valgus a partir de las 23 semanas de gestacion.

Las radiografias de pies muestran acortamiento y malformacién
de los primeros metatarsianos, asi como falange Unica displasica.
Las radiografias de las areas afectadas demuestran osificacién
heterotépica (formacion de hueso extradéseo) (Adam et al.,
2020).

Las radiografias simples solo pueden detectar anomalias
esqueléticas cuando estan presentes vy/o osificacion
heterotdpica, el uso de imdagenes por resonancia magnética
(MRI) puede identificar osificaciéon heterotdpica en musculos de

manera temprana.

Diagndstico diferencial

Los diagndsticos diferenciales de la FOP son: osteosarcoma,
osteocondromas multiples hereditarios, heteroplasia 6ésea
progresiva, metacondromatosis y la braquidactilia tipo B1.

También se debe considerar que las anomalias del hallux pueden

representar malformaciones congénitas aisladas o asociadas con



sarcomas, tumores desmoides, fibromatosis juvenil agresiva, o

linfedema.(De Brasi et al., 2021).

Relacion genotipo-fenotipo

La variante patogénica c.617G>A (p.Arg206His) estd asociada
con el fenotipo de FOP clasico, que incluye malformaciones
bilaterales de hallux valgus y osificacién heterotépica de inicio
temprano (Kaplan et al 2009) . Mientras variantes especificas de
ganancia de funcién en el residuo de aminoacido 328
(p.Gly328Arg [c.982G>A y ¢.982G>C], p.Gly328Trp [c.982G>T] y
p.Gly328Glu [c.983G> A]) se han asociado con un fenotipo
caracteristico que incluye defectos en extremidades, que
pueden diagnosticarse errdneamente como un defecto de
bandas amnidticas o un sindrome de braquidactilia, mas

comunmente braquidactilia tipo B (Kaplan et al 2009).



Manifestaciones clinicas

Variante
patogénica

Caracteristicas
clasicas de

FOP

Caracteristicas
adicionales de
FOP (“FOP

plus”)

FOP no clasica

-Malformacién congénita de los primeros dedos de
los pies.

-Osificacion heterotdpica progresiva.
-Osteocondromas tibiales mediales proximales.
-Malformaciones de la columna cervical.
-Hipoacusia conductiva.

-Riesgo de hipercalciuria y nefrolitiasis.

-Alopecia.

Anormalidades en neuroimdgen (especialmente en
la region pontina).

-Cuellos femorales cortos y anchos.
-Malformaciones del pulgar.

-Cambios minimos en el primer dedo del pie o sin
alteraciones.

-Glaucoma infantil.

-Fenotipo marfanoide.

-Criptorquidia.

-Malformaciones del pulgar.

-Deterioro cognitivo.

-Adelgazamiento difuso de cabello.

-Osificacion heterotdpica de aparicion tardia
-Ausencia de malformaciones caracteristicas del
primer dedo del pie.

-Malformaciones de los dedos de los pies mucho
mas graves que la forma clasica.

-Movimiento limitado de los hombros, cuello, térax,
codos, caderas y articulaciones interfaldngicas.

¢.617G>A (p.R206H)

c.617G>A  (p.R206H)
¢.619C>G (p.Q207E)

c.617G>A (p.R206H)
€.619C>G  (p.Q207E)
c.605G>T  (p.R202l)

¢.1124G>C (p.R375P)

€.774G>C (p.R2585)
¢. 774G>T (p.R258G)

€.774G>C (p.R2585)
€. 974G>C (p.G325A)

¢.1067G>A (p.G356D)

Tabla 1. Clasificacion de FOP segun caracteristicas clinicas y tipo de variante patogénica. Modificado

de (Pignolo et al., 2020).



microRNAs (miRNAs)

Los microRNAs (miRNAs) son una clase de RNA pequefios no
codificantes que comprenden una gran familia de RNA de ~22
nucleétidos de longitud que han surgido como reguladores
postranscripcionales clave de la expresion génica, incluido el
crecimiento y diferenciacion celular, asi como la apoptosis
(Saliminejad et al., 2019).

Se estima que los miRNAs regulan la expresion de
aproximadamente dos tercios de los genes que codifican
proteinas. Se les considera tanto objetivos de cambios
epigenéticos (metilacion del DNA) como reguladores de las
modificaciones epigenéticas (Saliminejad et al., 2019).

En la mayoria de los organismos, hay un namero limitado de
miRNAs en comparacién con el nimero de mRNAs y proteinas.
Sin embargo, un miRNA puede regular cientos de mRNA y, como
resultado, puede tener efectos sustanciales en las redes de
expresion génica. Ademas, se pueden producir diferentes
especies de miRNA maduros a partir de una unica molécula de

pre-miRNA (Gao et al., 2020).



Biogénesis de los miRNAs

Via canodnica

La mayoria de los genes de miRNA son transcritos por Pol Il como
RNA denominados pri-miRNA. En el nucleo, los pri-miRNA se
escinden en aproximadamente 70 nucledtidos de estructura de
tallo-asa llamados pre-miRNA (Garcia-Lépez et al., 2013). Este
proceso se logra mediante un complejo que consta de Drosha y
el gen de la regidn critica del sindrome de DiGeorge 8 (DGCRS).
Drosha es un miembro de las enzimas RNasa Il que son un tipo
de endorribonucleasa especifica de RNA bicatenario. DGCR8 es
una proteina de unién de RNA bicatenario que funciona como la
subunidad no catalitica del complejo microprocesador (Nguyen,
Park, Dang, Choi y Kim, 2018). Los pre-miRNA son
posteriormente exportados al citoplasma por XPO5 y la proteina
nuclear relacionada con Ras (RAN), que es una proteina de union
a GTP. En el citoplasma, los pre-miRNA se escinden en dsRNA.
Esta escisidn estd mediada por Dicer, una enzima RNAasa lll, que
esta asociada con la proteina de unidn al RNA TAR (TRBP), una
proteina de unién al RNA de doble cadena (Ha y Kim, 2014). El
papel central en el silenciamiento del RNA lo desempefian las

proteinas de la familia argonauta (AGO).



El duplex de miRNA se carga en la proteina AGO con la ayuda de
proteinas chaperonas dependientes de ATP. Después de devolver
el AGO a su conformacion original, la cadena pasajera del duplex
de miRNA sale para producir miRNA maduro monocatenario
(Bartel, 2018). Posteriormente AGO promueve el ensamblaje de
un complejo de ribonucleoproteina denominado RISC, que
media en el reconocimiento del mRNA objetivo (Saliminejad et
al., 2019).

Via no canénica

Recientemente, se han dilucidado varias vias alternativas para la
biogénesis de miRNA. Varias clases diferentes de RNA son
estructural y funcionalmente similares a los miRNA; sin embargo,
omiten uno o mas pasos en la via de biogénesis candnica. Drosha
y DGCR8 son esenciales para procesar miRNA candnicos y en su
ausencia se pueden generar miRNA no candnicos (Abdelfattah,
Park y Choi, 2014). Existen varias vias en la biogénesis de miRNA
no candnicos, incluidas las vias independientes de Drosha vy
Dicer. En la via del mirtrén, que es independiente de
Drosha/DGCRS, los intrones son procesados por el espliceosoma
hasta convertirse en mirtrones, posteriormente se pliegan en

horquillas de pre-miRNA. Esta forma similar a pre-miRNA se



transfiere al citoplasma por XPO5 para continuar con las vias

candnicas (Saliminejad et al., 2019)(Krol et al., 2010).

Intergenic miRNA miRNA cluster Mirtron Exon
— e  — S a—— _— = e —
-.x - R
Pol Il Pol ll Pol Il
Canonical pathway Non-canonical pathway
Noncoding transcript

Pri-miRNAs Pri-miRNA

(Pre-mRNA)

. Splisiosome
5 —r ~em— AAANT
Nucleus 3_
Mirtron lariat
e
Dicer
1
§ Ly ! ;
D A
— :u m:
Cytoplasm Mature duplex
mMRNA ilization and

Translational repression

Figura 4. Descripcion general de la biogénesis de los miRNAs.
Pol II: polimerasa II; RISC: complejo de silenciamiento inducido por RNA; TRBP: proteina de unién al
RNA. Modificado de (Saliminejad et al., 2019).



miRNAs Efecto en ACVR1 Vias de sefializacion
asociadas
miR-148a Correlacién negativa. Linea celular Hela BMP
Correlacién negativa. Carcinoma hepatocelular BMP/Wnt
Correlacién negativa. Linea celular Eca 109 y Kyse510 BMP/Wnt
miR-384 Correlaciéon negativa. Linea celular PNAC-1. Céncer Proteina 1 asociada a
pancredtico. filamentos de actina RNA
antisentido 1 (AFAP1-AS1)/
Correlacién negativa. Lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231: miR-384/ACVR1
cancer de mama. Wnt/B-catenina
miR-208-3p Correlacién negativa. Células MC3T3-El:diferenciacion de BMP2/Smad 1/5y Smad 4
osteoblastos
miR-193a-5p Efecto protector comparable al inhibidor de ACVR1; células Vias relacionadas a ACVR1
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC)
miR137 Correlacién negativa. Células del nucleo pulposo AMPK/NF-kB
miR-30c Correlacion negativa. Células hMADS, diferenciacion de BMP-7,BMP-9
adipocitos
miR-130-a Supresor tumoral. Células UTSCC- 7 y A431. Carcinoma BMP,SMAD1/5
cutaneo de células escamosas

Tabla 2. miRNAs con efecto sobre el gen AVCR1 y vias de sefializacién asociadas. Modificado de (Nagar

etal, 2023).

JUSTIFICACION

La fibrosdisplasia osificante progresiva (FOP) es una de las
enfermedades mas incapacitantes en el mundo. La FOP tiene un
patron de herencia autosdémico dominante con penetrancia
completa y expresividad variable. Afecta 1 a 1.7 de cada

2,000,000 recién nacidos vivos.



A pesar de tener identificado el gen causante de la enfermedad,
los mecanismos moleculares subyacentes a la formacion de

hueso heterotdpico no han sido completamente dilucidados.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente, el analisis de los factores epigenéticos que
regulan la expresidon génica ha contribuido a comprender
procesos biolégicos en condiciones fisioldgicas y patoldgicas. El
papel de los miRNAs en la FOP no ha sido estudiado a
profundidad.

Adicionalmente, se ha descrito una especie de RNA no
codificante de naturaleza circular (circRNA), los cuales pueden
funcionar como reservorios para los miRNAs, agregando un nivel
extra de regulacién de la expresion génica. El analisis del eje de
interaccion  miRNA-circRNA-mRNA  puede contribuir a
comprender los procesos celulares que llevan a la formacidn de
hueso heterotdpico.

El Instituto Nacional de Rehabilitacidon LGII, se ha convertido en
el centro nacional de referencia para el diagndstico y manejo de
la FOP. Actualmente contamos con un registro de 30 pacientes

de diferentes estados de la republica, lo que lo convierte en la



base de datos mas extensa en todo el pais. Hemos realizado
publicaciones en revistas indexadas presentando datos clinicos y
moleculares de los pacientes. De manera adicional, contamos
con experiencia en el analisis de miRNAs, cicrRNAs y mRNAs en
diversas patologias. Esto convierte al INR-LGIlI en un escenario

ideal para esta investigacion.

MATERIAL Y METODOS

1. Disefio de estudio. Estudio de casos y controles.
2. Poblacién del estudio

eDescripcidn del universo de trabajo. Se incluirdn pacientes con

diagndstico molecular de FOP.

eDefinicidn del grupo control. Grupo sin evidencia de la

infermedad, pareados por edad y sexo con los casos.

eCriterios de inclusidon. Pacientes con diagndstico molecular

confirmado de FOP, con variante patogénica en el gen ACVR1.

oCriterios de eliminacion. Se eliminaran las muestras de los

participantes, casos y controles que cumplan con los criterios de

inclusién, cuya muestra de RNA tenga un RIN menor a 7.



eCriterios de exclusién. Pacientes que cuenten con diagndstico

de otra displasia ésea y pacientes en los que no se confirme el
diagndstico molecular de FOP.

3. Tamaino de la muestra: Se realizara muestreo a

conveniencia, no probabilistico de 5 individuos

por grupo (5 casos y 5 controles). Considerando la

baja prevalencia de la enfermedad.

Descripcidn de los procedimientos

Se invitd a participar a los pacientes que se encuentran en la base
de datos del INR-LGII, e individuos control (individuos sanos que
acudieron al banco de sangre del INR-LGII para realizar donacidn,
de la misma edad y sexo de los pacientes) y se realizd la
obtencién del consentimiento informado aprobado por el

comité de ética institucional.



Casos

Iniciales Edad Sexo Mutacién en Lugar de pr i Ar d
ACVR1 familiar de
FOP
MVG_FOP | 7 afios Femenino | ACVR1:c.617G>A Nuevo Laredo, No
(p.Arg206His) Tamaulipas, México
RMFL_FOP | 8 afios Masculino | ACVR1: c.617G>A Coyoacén, CDMX, No
(p.Arg206His) México
JGRM_FOP | 12 afios Masculino | ACVR1:c.617G>A Iztapalapa, CDMX, Si
(p.Arg206His) Meéxico
VDY_FOP | 18 afios Femenino | ACVR1:c.617G>A Querétaro, Querétaro,| No
(p.Arg206His) México
GMR_FOP | 32 afios Femenino | ACVR1:c.617G>A Iztapalapa, CDMX, No
(p.Arg206His) Meéxico
Tabla 3. Lista de casos con diagnéstico de FOP.
Controles
Iniciales Edad Sexo Mutacién en Lugar de procedencia| Antecedente
ACVR1 familiar de
FOP
AERM_S 7 afios Femenino | - Tlalpan CDMX, | No
Meéxico
ERGZ_S 7 afios Masculino | - Tlalpan, CDMX,I No
Meéxico
OJHA_S 13 afios | Masculino | - Tlalpan, CDMX, No
México
GRKO_S 18 afios | Femenino | - Tlalpan, CDMX, No
Meéxico
GMD_S 32 afios | Femenino | - Tlalpan, CDMX, | No
México

Tabla 4. Lista de controles sanos.




Aislamiento y secuenciacion de RNA

Para la identificacibn de los miRNAs expresados
diferencialmente, se recolectaron 5 ml de sangre en tubos con
EDTA de 5 pacientes y sus controles correspondientes pareados
por edad y sexo. Luego, las muestras se sometieron a
centrifugacién en gradiente de densidad y se aislaron células

mononucleares de sangre periférica (PBMC).

El RNA total se extrajo utilizando el reactivo TRIzol® (Thermo

Fisher Scientific, Inc.) de acuerdo con el protocolo del proveedor.

Reactivo TRIzol®

Se procesaron las muestras dentro de las 2 primeras horas
posteriores a la toma.

1. Al tubo con EDTA, se agregd 1.5 ml del amortiguador TTS
aprox. (10mM Tris, 1% tritdbn 100x, y 11% sacarosa), se
homogenizé con vortex y se transfirié a un tubo de 15 ml.

2. Se volvieron a agregar 2 ml del buffer TTS al tubo con EDTA, se
homogenizé con vortex y se transfirié al mismo tubo de 15 ml.
3. Se agregd buffer TTS al tubo de 15 ml, hasta tener un volumen

de 11-13 mly se homogenizd con vortex.



4. Se centrifugd a 6,600 g durante 8 min a temperatura
ambiente.

5. Se decanté el sobrenadante sin perder el botdn.

6. Se adicionaron 6.0 ml del buffer TTS al pellet.

7. Se homogenizd con vortex hasta resuspender el pellet.

8. Se centrifugd a 6,600 g durante 8 min a temperatura
ambiente.

9. Se decanto el sobrenadante sin perder el pellet.

10. Se hacieron lavados con el buffer TTS hasta apreciar el pellet
limpio sin eritrocitos.

11. Se agregaron 800 ul del buffer TTS para despegar el pellet.
12. Se transfirié a un tubo de 1.5 mly se centrifugd a 13,300 rpm
durante 4 minutos a 4°C.

13. Se retiré el sobrenadante con una punta.

14. Se agregd 1.0 ml de Trizol.

15. Se homogenizd con vortex.

16. Se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.

17. Se homogeneizo con vortex.

18. Se agregaron 200 ul de cloroformo.

19. Se homogeneizd con vortex.

20. Se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.



21.

Se centrifugaron las muestras a 13,300 rpm durante 15 min

ad°C.

22

23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

. Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.5 ml.

Se agregd de isopropanol hasta llenar el tubo.

Se precipitd a -20°C durante toda una noche.

Se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Se centrifugd a 13,300 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
Se decanto el sobrenadante.

Se agregd 1.0 ml de etanol al 75%.

Se centrifugd a 13,000 rpm durante 7 minutos a 4°C.
Se decant¢ el sobrenadante.

Se agregaron 500 ul de etanol al 75%.

Se centrifugd a 13,300 rpm durante 4 minutos a 4°C.
Se retird el sobrenadante con punta.

Se dejé secar unos minutos a temperatura ambiente.

Se resuspendio el pellet con 22 ul agua libre de RNasa y

Dnasa.

Para la verificacion de calidad y cantidad del RNA se utilizo

equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies 2100



Bioanalyzer) , teniendo un Nimero de Integridad del RNA (RIN)
mayor o iguala 7.

La verificaciéon de pureza del RNA se realizd por método
espectrofotométrico con Nanodrop®, obteniendo una relacién
260/230 entre 1.8 - 2.2.

La cuantificacion de RNA se llevd a cabo por método de
fluorometria utilizando Qubit® Fluorometer 3.0.

El informe de calidad se muestra en la siguiente tabla.

Vol. Final RNA Cantidad RNA (ng/ul

ID Muestra (ul) (ng/ul) Total (ug) St(ocgk/ )
JGRMF_FOP 22 2 0.044 918
GMF_FOP 22 10 0.22 219
RMFL_FOP 22 12 0.264 159
MVG_FOP 18 59 1.062 51
VDY_FOP 22 39 0.858 282
OJHA_S 22 8 0.176 97
ERGZ_S 22 14 0.308 992
AERM_S 22 23 0.506 106
GRKO_S 22 8 0.176 378
GMD_S 22 5 0.11 439

Tabla 5. Informe de calidad de las muestras.



Preparacion de bibliotecas de small RNA y secuenciacién

La preparacion de bibliotecas y secuenciacidon de small RNA se
realizé utilizando NextSeq 2000, version P2 100c, Single End (76),
rendimiento (Gbp): 39.61, promedio %Q30: 88.72. €El
procedimiento se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo del

fabricante (Illumina, Inc.) utilizando el kit TruSeq Small RNA.

ID Muestra indices Total de Lecturas
JGRMF_FOP CAGATC 8,432,089
GMF_FOP ACTTGA 6,390,992
RMFL_FOP ATCACG 25,654,527
MVG_FOP CGATGT 25,941,569
VDY_FOP TTAGGC 8,854,223
OJHA_S GATCAG 12,561,757
ERGZ_S ACAGTG 4,938,948
AERM_S GCCAAT 10,196,037

Tabla 6. Andlisis de calidad de secuenciacidn.

Analisis de expresidn diferencial de miRNAs

Se realizé utilizando miRge3.0, una actualizacidn del paquete
Python para realizar un andlisis integral de datos de
secuenciacion de small RNA, basandose en recuentos de

secuenciacion normalizados en RPM (lecturas por millén) contra



mMiRNAS conocidos utilizando DESeq2 para estimar la expresién
diferencial entre las muestras.

El programa integra la prueba U de Mann-Whitney (prueba no
paramétrica) para las comparaciones inferenciales de los dos
grupos. El valor de P, se defini6 como estadisticamente
significativo cuando P < 0.05.

Los valores de Log2 positivos (Log2fc21.5) se tomaron como
miRNAs expresados a la alza, de la misma forma con valores

negativos (Lo2fc<-1.5) como miRNAs expresados a la baja.

Analisis de enriquecimiento funcional

Se realiz6 utilizando el servidor web miRNet para identificar los
genes blanco de los miRNAs diferencialmente expresados.
Posteriormente, para el analisis de enriquecimiento funcional y
la determinacidn de las vias involucradas en la interaccién de
estos miRNAs se utilizé el servidor web g:Profiler, a partir de la
lista de genes blanco.

Se seleccionaron las bases de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) y WkiPathways. Se considerd
estadisticamente significativo un valor de p ajustado inferior a

0.05.



RESULTADOS

Datos clinicos

Se recolectaron 5 muestras de sangre de pacientes con
diagndstico de FOP confirmado por prueba molecular (todos los
pacientes presentaron la misma variante patogénica en el gen
ACVR1: c.617G>A) y fueron pareados por edad y sexo con 5
individuos sanos. El rango de edad de los pacientes fue de 7 a 32

anos (Tabla 3).

Analisis de expresidn diferencial de miRNAs

Se encontré que un total de 372 miRNAs se expresaron de
manera diferencial (Tabla 1 del apartado de anexos) en PBMC de
pacientes con FOP en comparacidn con controles sanos
pareados por edad y sexo. De los cuales, se obtuvieron once
miRNAs sobreexpresados con un valor significativo de p<0.05 y

ningun miRNA infraexpresado (Tabla 7, Figura 5).



miRNA p.value | p ing | foldch log2FC
hsa-miR-1307-3p 0.0317 | significativo 4.99129543 2.3194143
hsa-miR-1307-5p 0.0361 | significativo 11.0920486| 3.47145394
hsa-miR-15b-5p 0.0159 | significativo 1.53365792| 0.61697673
hsa-miR-199a-5p 0.0119 | significativo 2.58376771| 1.36947637
hsa-miR-22-3p 0.0317 | significativo 2.13592405( 1.09486035
hsa-miR-23a-3p/23b-3p 0.0079 | significativo 1.83924292| 0.87911204
hsa-miR-320a-3p/320b/320c/320d/320e 0.0159 | significativo 2.43550056| 1.28421831
hsa-miR-423-5p 0.0317 | significativo 7.0921647| 2.82622604
hsa-miR-484 0.0159 | significativo 1.97532781| 0.98209209
hsa-miR-532-5p 0.0212 | significativo 13.110204 ( 3.71261823
hsa-miR-93-5p 0.0317 | significativo 2.0287938| 1.02062224

Tabla 7. Lista de miRNAs diferencialmente expresados en PBMC de pacientes con FOP en comparacién

con controles sanos pareados por edad y sexo, con un valor de p estadisticamente significativo.
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Figura 5. Grafica de volcdn que muestra los miRNAs diferencialmente expresados en PBMC de pacientes
con FOP en comparacién con controles sanos pareados por edad y sexo. Se muestran en color rojo los
miRNAs sobreexpresados.



La siguiente grafica (Figura 6) representa el analisis de
componentes principales (PCA) de la distribucion de ambos
grupos. Los controles estdn representados por circulos azules y
los pacientes con FOP por triangulos rojos.

Se observa que el grupo control esta mds concentrado alrededor
del centro del gréafico, lo que sugiere que tiene menos
variabilidad en comparacidon con el grupo FOP que se encuentra
mas disperso, lo que podria indicar una mayor heterogeneidad
en las caracteristicas medidas en este grupo, que pudieran ser
explicadas por la edad y evolucién clinica de cada uno de los

pacientes.
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Figura 6. Grafica de andlisis de componentes principales que muestra la distribucién del grupo de
pacientes con FOP y los controles.



Analisis de enriquecimiento funcional

El analisis de enriquecimiento funcional se realizé utilizando el
servidor web miRNet, donde se identificaron 3849 genes blanco.
Para la determinacion de las vias involucradas en la interaccion

de estos miRNAs se utilizd el servidor web g:Profiler, a partir de

la lista de genes blanco.

Se obtuvieron un total de 60 vias de sefalizacidon relacionadas
con los genes blanco utilizando la base de datos KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes) y 57 por medio de

WkiPathways.

Base de Via de sefializacion Valor de p ajustado
datos
KEGG Vias en cancer 1.42866519838512E-10
KEGG Infeccidn por el virus 1 de la leuemia de células T humanas | 1.53456570771397E-09
KEGG Senescencia celular 8.63285702665586E-08
KEGG Leucemia mieloide crénica 2.21888137908488E-07
KEGG Céncer pancreético 9.39460308288428E-07
KEGG Autofagia (animal) 0.0000014890641492641200
KEGG Cancer colorectal 0.000003913563758371750
KEGG Carcinogénesis viral 0.0000054804411786596100
KEGG Via de sefializacion Hippo 0.00000940706727535533
KEGG Cancer de mama 0.000013233867340058600
KEGG Proteoglicanos en céancer 0.000013237750891944200
KEGG Carcinoma Hepatocelular 0.00001327352192083170
KEGG Infeccidn por el virus de Epstein-Barr 0.00001613425965771690
KEGG Infeccién por salmonela 0.00005868793246646560




KEGG

Ciclo celular

0.00006174973187831130

KEGG Via de sefializacion p53 0.00008753294834363650
KEGG Resistencia endécrina 0.00009026590742628930
KEGG Cancer gastrico 0.00011408263915437200
KEGG Carcinoma de células renales 0.00011614477518227700
KEGG Céncer de prostata 0.0001671494336258320
KEGG Hepatitis B 0.00019297680567034300
KEGG Sarcoma de Kaposi asociado a infeccion por herpesvirus 0.00019514378086832200
KEGG Via de sefializacién HIF-1 0.00022443772373129100
KEGG Céncer pulmonar de células pequefias 0.0003270565339405860
KEGG Via de sefializacion TNF 0.0006501649487868710
KEGG Via de sefializacion de la hormona tiroidea 0.0007150189606582610
KEGG COVID-19 0.0008481243379756370
KEGG Mitofagia (animal) 0.0009125485330643590
KEGG Sarampion 0.001005867817547040
KEGG Via de sefializacion FoxO 0.0012145181457585900
KEGG Céncer pulmonar de células no pequefias 0.0015907047104878300
KEGG Via de sefializacion MAPK 0.001951693038321240
KEGG Shigelosis 0.0023844761797558900
KEGG Resistencia a la insulina 0.0032163701826407000
KEGG Via de sefializacion de insulina 0.004407044660219310
KEGG Cancer de vejiga 0.005124742635675880
KEGG Lipidos y aterosclerosis 0.00649871040676468
KEGG Vias de sefializacion de regulacion de células madre 0.006508740425395420
pluripotenciales
KEGG Procesamiento de proteinas en reticulo endoplasmico 0.006929815898188640
KEGG Via de sefializacion AGE-RAGE 0.007550980765772340
KEGG Protedlisis mediada por ubiquitina 0.007999656447585940
KEGG Infeccién por virus de papiloma humano 0.008286090238726690
KEGG Resistencia a los inhibidores de tirosina cinasa de EGFR 0.012150120042489900




KEGG Via de sefializacién de la neurotrofina 0.012433957116180100
KEGG Resistencia a los farmacos de platino 0.013826127020833700
KEGG Adhesion focal 0.01424980573357260
KEGG Via de sefializacién TGF-beta 0.015176692423274600
KEGG Via de sefializacion ErbB 0.016535423052941900
KEGG Cancer de endometrio 0.016622790409242600
KEGG Infeccién por Yersinia 0.017659778395584200
KEGG Via de sefializacion AMPK 0.018672576458115300
KEGG Transporte nucleocitoplasméatico 0.018799529451007200
KEGG Endocitosis 0.02015183649228350
KEGG Infeccidn por Escherichia coli 0.02443641548487470
KEGG Apoptosis 0.031242806602853600
KEGG Melanoma 0.03746790093995140
KEGG Ribosoma 0.038823995963342300
KEGG Regulacion del citoesqueleto de actina 0.04145129476673240
KEGG Complejo represivo de Polycomb 0.041654744015418900
KEGG Infeccién por virus de inmunodeficiencia humana 1 0.044937209782153600
wp Via de sefializacién VEGFA-VEGFR2 6.6021225725715E-12
wp Respuesta al dafio del DNA dependiente de ATM 1.48070625928471E-09
wp Mesotelioma pleural 2.28512614936063E-09
wp Via de sefializacién TGF-beta 4.15956392341426E-07
wp Proteinas ribosomales citoplasmaticas 0.000001297337209506790
wp Adenocarcinoma pancreatico 0.000001297337209506790
wp Via de sefializacion del receptor de andrégenos 0.0000013888025247013000
wp Via de sefializacion de glioblastoma 0.0000014751933578005300
wp Red de sefializacidn de la proteina MSP estimulante de 0.0000014751933578005300
macroéfagos
wp Ciclo celular 0.00000309203319097448
wp Inestabilidad cromosémica y de microsatélites en cancer 0.000006821287551403750
colorrectal
wp Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello 0.000010559837009704800




wp Via de sefializacion de insulina 0.000012434859368486900
wp Retinoblastoma 0.000024424709636914100
wp Hepatitis C y carcinoma hepatocelular 0.00005466667190758320
wp Red relacionada con la apoptosis debido a la alteracién de | 0.000054958210102257500
Notch3 en céncer de ovario
wp Control del ciclo celular de G1a S 0.00012348513267717400
wp Via de sefializacion de gastrina 0.00029859617808315100
wp Procesamiento de mRNA 0.000409689354321304
wp Cancer de mama 0.0006613081827498080
wp Vias de sefializacion que contribuyen a las laminopatias 0.0013273156589382400
LMNA
wp Via de sefializacion EGF-EGFR 0.0015878190611864300
wp Via reguladora de la proteina 8 similar a la angiopoyetina 0.0018041451615363300
wp Sefializacién del receptor TGF beta 0.0021650962378821300
wp Via de sefializacion ErbB 0.0022115622907717600
wp Resistencia a los inhibidores de la tirosina cinasa de EGFR | 0.004054778830972520
wp Sefializacién reguladora de TROP2 0.0044655530497287
wp Via integrada de cancer 0.0044655530497287
wp Via de sefializacion IL 1 0.005201177702635440
wp Céncer pulmonar de células pequefias 0.005721342206340870
wp Melanoma 0.006318686458719880
wp Respuesta al dafio al DNA 0.008694337177773050
wp Sefializacidn del receptor TGF beta en displasias 0.009516373239946290
esqueléticas
wp Inhibidores de la traduccién en células PDGFRA activadas | 0.010337993584851400
crénicamente
wp Via de sefializacion IL6 0.011256610752157500
wp Cancer de vejiga 0.012094245525777500
wp Procesos de neovascularizacion 0.012781171580320100
wp Miocarditis viral aguda 0.014606232549189600
wp Adhesion focal 0.015531331664064900
wp Via de sefializacion de leptina 0.015998555041215800




wp Regulacion génica de células madre hematopoyéticas por | 0.016854375253062600
el complejo GABP alfa beta

wp Via de sefializacion de interleucina 11 0.016915825504181600
wp Via de sefializacion de estrégenos 0.019747032726867100
wp Céncer pulmonar de células no pequefias 0.021410340714740200
wp Infeccién por sarampién 0.02214311434919520
WP Apoptosis 0.024574517782427700
wp Céncer pancreético 0.02768348732500500
wp MECP2 y sindrome de Rett asociado 0.02840784415780870
wp Cancer endometrial 0.03445287294807890
wp Via de sefializacion de prolactin 0.037381680482168200
wp Vias de sefializacion del carcinoma renal de células claras | 0.03756274668148180
wp Hepatitis B 0.0397098970986752
wp Via de sefializacion TNF alpha 0.040282513191633300
wp Via de sefializacion MAPK 0.04049287096349890
wp Complejo represor polycomb 2 PRC2 0.04342815884629850
wp Virus del ébola 0.046107396661570700
wp Via de sefializacion IL 5 0.04991075509212630

Tabla 8. Vias de sefializacion con un valor de p ajustado estadisticamente significativo (p<0.05). KEGG

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), WP (WkiPathways).




Del total de vias de sefializacion obtenidas, se seleccionaron

aquellas relacionadas con metabolismo éseo.

Base de Via de Interacciones de genes
datos sefializacion
KEGG Ciclo celular BUB1B,CCNA2,CDK6,CDKN1A,E2F2,PLK1,RBL1,YWHAZ,CCND1,E2F1,E2F3,E2F5,MAD2L1,S
MAD4,MCM5,MDM2,MYC,RB1, TGFB1,WEE1,CDC16,PKMYT1,YWHAQ,ANAPC5,CDKN1C,
GSK3B,SMAD3, TFDP2,TGFB2,CCND2,CCND3,CCNE1,CDK1,CDC25A,CDC27,CDK4,CHEK,S
MAD2,0RC4,PPP2R5C,YWHAH,CCNE2,ANAPC13,ABL1,MCM7,PPP2R5A,YWHAE,ORC6,AN
APC7,ANAPC1,CDKN2A,PTTG1,SFN,CDC14B,SGO1
KEGG Via de AKT1,CDKN1A,ERBB2,HIF1A,PDHA1,SLC2A1, TFRC,GAPDH,MKNK2,HK1,PDHB,PFKP,PIK3R
sefalizacién HIF-1 | 2,PRKCB,MAPK1,STAT3,ELOC,VEGFA,EGLN3,EDN1,HK2,NFKB1,PIK3CD,BCL2,IFNG,IFNGR2
,INSR,PIK3R1,RPS6,RPS6KB1,CUL2,AKT3,CAMK2D,ENO1,IGF1R,PFKL,ELOB,VHL, ALDOC,PF
KFB3,IL6R
KEGG Via de AKT1,MMP14,XIAP,CREB1,CYLD,ICAM1,IRF1,JUN,MMP3,NFKBIA,PIK3R2, MAPK1,MAPK9,
sefalizacion TNF | CCL5,RPS6KA4,MAP3K14,RPS6KAS,DNM1L,JAG1,EDN1,IKBKB,JUNB,LIF,NFKB1,PIK3CD,PT
GS2,MMP9,PIK3R1,MAP2K3,MAP2K4,MAP3K7,FADD,SOCS3,BAG4,AKT3, TAB2,CASP7,MA
P2K7,CXCL2,TAB1,CEBPB
KEGG Via de AKT1,ESR1,HIF1A,PRKACA,SLC2A1,NCOA1,ATP1B3,CCND1,MDM2,MYC,PDPK1,PFKFB2,PF
sefializacién de la | KP,PIK3R2,PRKACB,PRKCB,MAPK1,NCOA3,KAT2B,MED17,MED16,MED13L,MED12L,GSK3
hormona tiroidea | B,KRAS,PIK3CD,SLC16A10,ATP2A2,FOX01,NOTCH2,PIK3R1,SLC9A1, THRA,AKT3,ACTB,ATP
1A1,ATP1A2,NOTCH3,PFKL,RXRB,NCOR1,ACTG1,PLCB1
KEGG Via de AKT1,BDNF,CSF1R,ERBB2,ERBB3,MECOM,GRB2,HSPA1B,MAX,NTRK2,PRKACA,CRK,DUSP
sefalizacién 2,DUSP8,ELK4,EREG,GNA12, MKNK2,NR4A1,HSPAS,IGF2,JUN,MAP3K3,MAP3K4,MYC,PDG
MAPK FB,PPP3R1,PRKACB,PRKCB,MAPK1,MAPK9, TGFB1,TGFBR2,VEGFA, MAPKAPKS,RPS6KA4,
MAP3K14,MAP3K13,RPS6KAS, MAP3K2,RRAS2, IRAK4, IKBKB,KRAS, MAP3K9, MAP3K11,NF
KB1,TGFB2,TGFBR1,MAP4K3,CRKL,FGF2,FGF5,FGFR4,INSR,KDR,PAK2,PPM1A,MAP2K3,M
AP4K2,RPS6KA3,MAP2K4, MAP3K7, MAPKAPK2,AKT3,TAB2,GNG12,TAOK1,CDC42,FLNA,FL
NB,IGF1R,STMN1,MAP3K10,MAP2K7,RAC3,SRF, TAOK2,RASGRP3, TAB1,ARRB2,NFKB2, PA
K1,MAPK8IP3,FGFR1
KEGG Via de AKT1,GRB2,PRKACA,CRK,FASN,MKNK2,HK1,PDE3B,PDPK1,PIK3R2,PRKACB,PRKAR1A,PRK
sefializacion de Cl,MAPK1,MAPK9,PYGL,SLC2A4,TRIP10,PPP1R3B,GSK3B,HK2,IKBKB,KRAS,PIK3CD,CRKL,F
insulina 0OXO01,FLOT2,INSR,PHKA1,PIK3R1,PPP1CB,PPP1CC,PRKAAL,PRKAR2A,RPS6,RPS6KB1,SOCS
3,AKT3,PHKB,PYGB,SREBF1,IRS4,IRS2,FLOT1,CALM3
KEGG Vias de AKT1,BMPR1B,GRB2,TBX3,TCF7,WNT1,ACVR1C,ACVR1B,BMPR2,DVL3,JAK1,SMAD4,SMA
sefalizacién de | D5,MYC,PIK3R2,MAPK1,REST,SKIL,STAT3,WNT2B,FZD9,RIF1,GSK3B,KRAS,LIF,SMAD3,PIK3
regulacién de | CD,WNT2,FZD4,FZD6,ACVR2A,FGF2,FGFR4,JARID2,SMAD2,PIK3R1,TCF3,AXIN2,AKT3,DVL
células madre | 2,IGF1R,MEIS1,AXIN1,ZFHX3,DLX5,FGFR1
pluripotenciales
KEGG Via de AKT1,BDNF,GRB2,NTRK2,CRK,FOX03,GAB1,JUN,MAP3K3,NFKBIA,PDPK1,PIK3R2,MAPK1,
sefializacion de MAPK9,RPS6KAS5,FRS2,IRAK4,GSK3B,IKBKB,KRAS,NFKB1,PIK3CD,ARHGDIA,BAX,BCL2,CRK
neurotrofina L,PIK3R1,PRKCD,RPS6KA3,MAPKAPK2,AKT3,PRDM4,ABL1,CAMK2D,CDC42,MAP2K7,YWH
AE,SH2B1,CALM3
KEGG Via de BMP6,BMP7,BMPR1B,RBL1,SP1, TFRC,ACVR1C,ACVR1B,BMP2,BMP8B,BMPR2,E2F5,SMA
sefalizacién TGF- | D4,SMAD5,SMAD6,SMAD7,MYC,NBL1,MAPK1,SKI,SKIL, TGFB1, TGFBR2,ZFYVE9,RGMB,SM
beta AD3,TGFB2, TGFBR1,ACVR2A,IFNG,SMAD2,RPS6KB1,BAMBI,SMURF1,NEO1,NCOR1




wp Via de AKT1,BSG,GRB2,HMGB1,CYR61,MMP14,MYO6,SRPK1,RBM39,HDAC4,CYCS,BIRCS,RHOC,
sefalizacién CCND1,BMP2,CAV1,CREB1,CRK,EIFAG2,F3,FOX03,GAB1,GAPDH,GRSF1,NR4A1,ICAM1,CX
VEGFA VEGFR2 | CL8,ITGB1,JUN,LIMK1,DNAIB9,MDM2,MYH9,NFKBIA,OCRL,PDPK1,PIK3R2,PRKCB,PRKCI,

MAPK1,MAPK9,PSMD4,PSMD11,RPL27,SET,S0D2,STAT3,ELOC, TFAM,VEGFA,EEAT,MAPK
APKS5,RPS6KAS5,QKI,HERPUD1,UBAP2L, TXNIP, TRAF31P2,FRS2,DNAJB4,ACOTY,FIX1,SND1,T
MOD3,PBXIP1,FMNL3,JAG1,CLTC,ERN1,ETS1,GSK3B,NFKB1,PTGS2,SLC8A1,SMARCA2, KL,

ATF6,RND1,BCL2,CALU,DECR1,FOXO1,DNAJA1,KDR,AFDN,PAK2,PGD,PIK3R1,PRKAAL,PRK
CD,MAP2K3,PTPRJ,RPS6,RPS6KB1,MAP2K4, TPM3,VAV2,VCL,FADD,SYNJ1,LRRFIP2, MAPK

APK2,PDIA6,HYOU1,KANK1,PRRC2C,C150RF39,CHAC1,AMOT,ABL1,ADAM10,BCL2L1,CAP
7B,CDC42,CFL1,FGB, FLIL,FLNB,HSP9OAA1,PAHB,PPM1G,MAP2K7,RPL5,RPLP2,SRF,ELOA,T
KT,YWHAE, TAOK2,STIP1,FAF1,BRD4,SPIRE1,AKT151,ACTG1,ARRB2,ATP6V1E1,AP2S1,EPB

41,PAK1,PTMA,RPL18A,SRP54,NDRG1,PABPC1,FHOD1,EPN1,TPCN2

Tabla 9. Vias de sefializacién relacionadas con metabolismo 6seo. KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes), WP (WkiPathways).

DISCUSION

El papel de los miRNAs en la FOP no ha sido estudiado a
profundidad. Hasta el momento se han publicado muy pocos
estudios de estas interacciones epigenéticas en pacientes con la
enfermedad.

En el presente estudio se identificaron 11 miRNAs
sobreexpresados en PBMC de pacientes con diagndstico de FOP
en comparacion con los controles: hsa-miR-1307-3p, hsa-miR-
1307-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-22-3p,
hsa-miR-23a-3p/23b-3p, la familia hsa-
mir320a3p/320b/320c/320d/320e, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-
484, hsa-miR-532-5p y hsa-miR-93-5p.



En 2023 Schoenmaker y colaboradores estudiaron los cambios
transcriptémicos inducidos por la activina A durante la
formacion de osteoclastos. Los monocitos CD14 de seis
pacientes con FOP y seis controles sanos pareados por edad y
sexo se diferenciaron en osteoclastos en ausencia o presencia de
activina  A. Describieron 1480 genes  expresados
diferencialmente en los dos grupos. El analisis de
enriguecimiento reveld vias vinculadas a la diferenciacién celular

y a la inflamacién (Schoenmaker et al., 2023) (Lin et al., 2019).

En un estudio previo se encontrd que el miR-148a podria inhibir
la expresion del mRNA de la familia de genes inhibidores de la
union al DNA, suprimiendo asi la via de sefializacién de BMP,
convirtiéndolo en un mediador importante de ACVR1 (Song et

al., 2012).

Debido a que son pocos los estudios previos realizados en
pacientes con FOP que describan la expresidon de miRNAs, se
buscaron también estudios relacionados al desarrollo 6seo y sus
alteraciones (Taipaleenmaki, 2018), por ejemplo Dai vy

colaboradores describieron la expresién diferencial de 13



miRNAs en células MG-63 con la inhibicion de la endonucleasa
apurinica/apirimidica 1 (APE1), de estos, miR-451, miR-1290,
miR-765, miR-483-5p, miR-513a-5p, hsa-miR-129-5p y hsa-miR-
31 se encontraron sobreexpresados, mientras que miR-29b, miR-
197, let-7b, miR-324-5p, let-7i y miR-484 se encontraron
infraexpresados, lo que sugiere que APE1 es un regulador de
miRNAs involucrado en osteosarcoma (Zhang et al., 2015).

En el presente estudio encontramos al miR-484 diferencialmente

sobreexpresado, contrario a lo descrito para osteosarcoma.

En cuanto a las vias de sefalizacién resultado del andlisis de
enriquecimiento funcional descritas en este estudio destacan las
relacionadas con cdncer, ciclo celular, HIF-1, TNF, MAPK, insulina,

TGF-beta, VEGFA, VEGFR2.

Se encuentra descrito en la literatura que el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) liberado tras la
remodelacion dsea, juega un papel importante en la osificacién
heterotdpica (Xu et al., 2022).

HIF-1a, o factor inducible por hipoxia 1-alfa, es una proteina que

desempeiia un papel crucial en la respuesta celular a la hipoxia



(Yang et al., 2021). Promueve la angiogénesis, supervivencia
celular y diferenciacion osteogénica, todos estos procesos
criticos en la formacién de hueso heterotépico (Wang et al.,
2024).

El factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) posee
actividad proangiogénica y proosteogénica que resulta crucial
durante el desarrollo 6éseo normal, modelos murinos
demuestran que las lesiones de osificacion heterotdpica son
altamente vasculares y que el VEGFA es fundamental para la

formacion de hueso heterotdpico (Hwang et al., 2019).

CONCLUSIONES

En este estudio se encontré un perfil de sobreexpresion de 11
miRNAs estadisticamente significativos en pacientes con FOP en
comparacion con los controles sanos. El Unico estudio previo con
el que se cuenta es del 2023, donde se realizd el perfil de
expresion diferencial en monocitos CD14 de pacientes con FOP y
controles sanos, donde el analisis de enriquecimiento funcional
dio como resultado vias de sefalizacién relacionadas con

diferenciacién celular e inflamacién, mientras que en nuestro



estudio destacan las vias de sefalizacidn relacionadas con la
osificacién heterotopica.

Sin embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a la
formacion de hueso heterotdpico no han sido completamente
dilucidados, por lo que es necesario un conocimiento profundo
de las vias de sefalizacidon involucradas para la posible
prevencion y el tratamiento efectivos de las osificaciones
heterotdpicas. Se espera que este tipo de estudios sean la base
para que los miRNAs identificados y las vias de sefializacién
relacionadas sirvan para proponer nuevos blancos terapéuticos

para mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Expectativas a futuro:

Dentro de los objetivos especificos del presente trabajo se
enceuntra la creacion las redes de interaccidn miRNA-circRNA-
MRNA de pacientes con FOP y controles sanos. Para esta primera
etapa del estudio, por cuestiones relacionadas a tiempo y
disponibilidad de recursos sdélo fue posible realizar la
secuanciacidon de small RNA, pero se tiene previsto en un futuro
analizar mediante secuenciacion de RNA (RNAseq) la expresion

de mRNA en ambos grupos de estudio, analizar mediante



microarreglos especificos para circRNA (Arraystar Human
Circular RNA Array) la expresion de circRNA en ambos grupos de
estudio para posteriormente identificar los transcritos con
expresion diferencial y realizar analisis de enriquecimiento de
funciones bioldgicas para crear las redes de interaccién miRNA-

circRNA-mRNA.
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Figura 1. Distribucion de lecturas para cada muestra en el andlisis de expresion diferencial de miRNAs.



Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs
let:7b:5p let:7g:5p let:7i:5p miR:101:3p miR:103a:3p miR:126:5p
miR:142:5p miR:143:3p miR:146a:5p mIiR:146b:5p miR:148a:3p mIR:150:5p miR:151a:3p miR:151a:5p
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miR:378a:3p miR:423:3p miR:584:5p miR:7704 miR:92b:3p miR:98:5p

< 2k RPM 2 - 5k RPM 5 - 15k RPM 15 - 25k RPM
® 25-35kRPM @ > 35k RPM

Figura 2. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mds abundantes en el paciente JGRMFOP y niumero de

lecturas por millén (RPM).
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Figura 3. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mas abundantes en el paciente MVGFOP y nimero de

lecturas por millén (RPM).



GMRFOP

Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs
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Figura 4. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mas abundantes en el paciente GMRFOP y nimero de

lecturas por millén (RPM).
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Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs
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Figura 5. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mas abundantes en el paciente RMFLFOP y nimero de

lecturas por millén (RPM).
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Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs

let:7b:5p let:7g:5p let:7i:5p miR:101:3p miR:103a:3p miR:126:5p

miR:140:3p miR:143:3p miR:146b:5p miR:148a:3p miR:151a:3p miR:151a:5p

miR:16:5p miR:186:5p miR:192:5p miR:22:3p miR:25:3p

miR:26b:5p  miR:27a:3p miR:28:3p miR:30d:5p miR:30e:5p miR:320a:3p mIiR:340:5p

miR:342:3p miR:378a:3p miR:423:3p miR:423:5p miR:98:5p miR:99b:5p
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® 25-35kRPM @ > 35k RPM

Figura 6. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mas abundantes en el paciente VDYFOP y nimero de

lecturas por millén (RPM).
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Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs
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Figura 7. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mds abundantes en el control AERMS y numero de

lecturas por millén (RPM).
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Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs
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Figura 8. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mds abundantes en el control GMD y nimero de lecturas

por millén (RPM).
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Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs

let:7b:5p let:7d:5p let:7g:5p let:7i:5p miR:101:3p miR:103a:3p

‘ miR:148a:3p miR:150:5p

miR:181b:5p mIiR:182:5p mIiR:186:5p

miR:10a:5p miR:126:5p miR:142:5p miR:143:3p

miR:151a:5p miR:16:5p

miR:192:5p miR:22:3p miR:222:3p  miR:25:3p

miR:28:3p  miR:30d:5p  miR:30e:5p mlR:378a:3p‘

< 2k RPM 2 - 5k RPM 5 - 15k RPM 15 - 25k RPM
® 25-35kRPM @ > 35k RPM

miR:26b:5p  miR:27a:3p

miR:584:5p miR:98:5p

Figura 9. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mas abundantes en el control OJHA y nimero de lecturas

por millén (RPM).
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Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs
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Figura 10. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mas abundantes en el control ERGZS y nimero de
lecturas por millén (RPM).
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Read Per Million (RPM) values of 40 most abundant miRNAs
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Figura 11. Mapa de mosaicos con los 40 miRNAs mas abundantes en el control GRKOS y nimero de

lecturas por millén (RPM).



miRNA p.value p.meaning
hsa-miR-1307-3p 0.0317 | significativo
hsa-miR-1307-5p 0.0361 | significativo
hsa-miR-15b-5p 0.0159 | significativo
hsa-miR-199a-5p 0.0119 | significativo
hsa-miR-22-3p 0.0317 | significativo
hsa-miR-23a-3p/23b-3p 0.0079 | significativo
hsa-miR-320a-3p/320b/320c/320d/320e 0.0159 | significativo
hsa-miR-423-5p 0.0317 | significativo
hsa-miR-484 0.0159 | significativo
hsa-miR-532-5p 0.0212 | significativo
hsa-miR-93-5p 0.0317 | significativo
hsa-let-7a-3p 0.4237 | no-sig
hsa-let-7a-5p/7¢c-5p 0.2222 | no-sig
hsa-let-7b-3p 0.4237 | no-sig
hsa-let-7b-5p 0.2222 | no-sig
hsa-let-7d-3p 0.0556 | no-sig
hsa-let-7d-5p 0.5476 | no-sig
hsa-let-7e-5p 0.4633 | no-sig
hsa-let-7f-5p 0.8413 | no-sig
hsa-let-7g-5p 0.6905 | no-sig
hsa-let-7i-3p 0.9063 | no-sig
hsa-let-7i-5p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-100-5p 1| no-sig
hsa-miR-101-3p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-10395-3p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-10399-3p 0.6072 | no-sig
hsa-miR-10399-5p 0.7241 | no-sig
hsa-miR-103a-3p/107 0.0556 | no-sig




hsa-miR-10527-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-106a-5p/17-5p 0.1732 | no-sig
hsa-miR-106b-3p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-106b-5p 0.2903 | no-sig
hsa-miR-10a-5p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-10b-5p 0.1732 | no-sig
hsa-miR-11400 0.2903 | no-sig
hsa-miR-1185-1-3p/1185-2-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-12136 0.1797 | no-sig
hsa-miR-122-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-1249-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-125a-5p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-125b-5p 0.072 | no-sig
hsa-miR-126-3p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-126-5p 0.8413 | no-sig
hsa-miR-1260a/1260b 1 | no-sig
hsa-miR-1262 0.4237 | no-sig
hsa-miR-127-3p 1| no-sig
hsa-miR-1270-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-1271-5p 0.5038 | no-sig
hsa-miR-1273h-3p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-1273h-5p 1| no-sig
hsa-miR-1275 0.9063 | no-sig
hsa-miR-1277-5p 1| no-sig
hsa-miR-128-1-5p 0.9063 | no-sig
hsa-miR-128-3p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-1285-3p 0.072 | no-sig
hsa-miR-1294-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-1298-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-1299 1| no-sig




hsa-miR-1301-3p 0.6723 | no-sig
hsa-miR-1303-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-1306-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-130a-3p 0.8413 | no-sig
hsa-miR-130b-3p 0.2045 | no-sig
hsa-miR-130b-5p 0.7533 | no-sig
hsa-miR-132-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-133a-3p/133b 0.1797 | no-sig
hsa-miR-134-5p 0.6558 | no-sig
hsa-miR-136-3p 1| no-sig
hsa-miR-139-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-139-5p 0.1579 | no-sig
hsa-miR-140-3p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-140-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-141-3p 0.8294 | no-sig
hsa-miR-142-3p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-142-5p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-143-3p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-144-3p 0.7241 | no-sig
hsa-miR-144-5p 0.4633 | no-sig
hsa-miR-145-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-145-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-1468-5p 1| no-sig
hsa-miR-146a-5p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-146b-3p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-146b-5p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-148a-3p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-148a-5p 0.1161 | no-sig
hsa-miR-148b-3p 0.4802 | no-sig
hsa-miR-148b-5p 0.3886 | no-sig




hsa-miR-150-3p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-150-5p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-151a-3p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-151a-5p/151b 0.5476 | no-sig
hsa-miR-152-3p 1| no-sig
hsa-miR-152-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-1537-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-1538 0.4237 | no-sig
hsa-miR-155-5p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-15a-5p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-15b-3p 0.7241 | no-sig
hsa-miR-16-2-3p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-16-5p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-17-3p 0.1188 | no-sig
hsa-miR-181a-2-3p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-181a-3p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-181a-5p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-181b-5p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-181c-3p 0.1732 | no-sig
hsa-miR-181c-5p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-181d-5p 0.5179 | no-sig
hsa-miR-182-5p 0.8413 | no-sig
hsa-miR-183-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-1843 0.5258 | no-sig
hsa-miR-185-3p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-185-5p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-186-5p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-18a-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-18a-5p 1| no-sig
hsa-miR-1908-5p 0.7972 | no-sig




hsa-miR-190b-5p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-191-3p 0.1579 | no-sig
hsa-miR-191-5p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-192-5p/215-5p 1 | no-sig
hsa-miR-193a-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-193a-5p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-194-5p 0.5038 | no-sig
hsa-miR-195-5p 1| no-sig
hsa-miR-196b-5p 1| no-sig
hsa-miR-197-3p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-1976 0.4237 | no-sig
hsa-miR-199a-3p/199b-3p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-199b-5p 0.0746 | no-sig
hsa-miR-19a-3p 0.2652 | no-sig
hsa-miR-19b-3p 0.5476 | no-sig
hsa-miR-200c-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-204-5p 0.6072 | no-sig
hsa-miR-20a-5p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-20b-5p 0.6558 | no-sig
hsa-miR-21-3p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-21-5p 0.2222 | no-sig
hsa-miR-210-3p 0.072 | no-sig
hsa-miR-2110 1| no-sig
hsa-miR-219a-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-22-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-221-3p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-221-5p 0.6664 | no-sig
hsa-miR-222-3p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-222-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-223-3p 0.6905 | no-sig




hsa-miR-223-5p 1| no-sig
hsa-miR-224-5p 0.1612 | no-sig
hsa-miR-2355-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-2355-5p 1| no-sig
hsa-miR-23a-5p 0.072 | no-sig
hsa-miR-24-2-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-24-3p 0.7533 | no-sig
hsa-miR-2467-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-25-3p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-25-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-26a-2-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-26a-5p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-26b-3p 0.1612 | no-sig
hsa-miR-26b-5p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-27a-3p/27b-3p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-27a-5p 0.3886 | no-sig
hsa-miR-27b-5p 0.7241 | no-sig
hsa-miR-28-3p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-28-5p 0.5476 | no-sig
hsa-miR-29a-3p 0.4633 | no-sig
hsa-miR-29a-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-29b-3p 0.2652 | no-sig
hsa-miR-29c¢c-3p 0.3886 | no-sig
hsa-miR-29c-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-301a-3p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-301b-3p 0.0746 | no-sig
hsa-miR-30a-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-30a-5p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-30b-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-30b-5p/30c-5p 0.3095 | no-sig




hsa-miR-30c-1-3p 1| no-sig
hsa-miR-30d-3p 0.1388 | no-sig
hsa-miR-30d-5p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-30e-3p 0.2222 | no-sig
hsa-miR-30e-5p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-31-5p 1| no-sig
hsa-miR-3120-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3127-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3130-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3150a-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3158-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3176-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3177-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-32-5p 0.4506 | no-sig
hsa-miR-323b-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-324-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-324-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-328-3p 0.057 | no-sig
hsa-miR-330-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-330-5p 1| no-sig
hsa-miR-331-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-335-3p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-335-5p 0.0907 | no-sig
hsa-miR-338-3p 0.8237 | no-sig
hsa-miR-338-5p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-339-3p 0.1612 | no-sig
hsa-miR-339-5p 0.067 | no-sig
hsa-miR-33a-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-33b-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-33b-5p 1| no-sig




hsa-miR-340-3p 0.8325 | no-sig
hsa-miR-340-5p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-342-3p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-342-5p 0.8325 | no-sig
hsa-miR-345-5p 0.2045 | no-sig
hsa-miR-34c-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3605-3p 0.6072 | no-sig
hsa-miR-361-3p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-361-5p 1| no-sig
hsa-miR-3613-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3613-5p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-3614-5p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-3615-3p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-362-5p 0.7241 | no-sig
hsa-miR-363-3p 1| no-sig
hsa-miR-3651 0.4237 | no-sig
hsa-miR-369-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-369-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-3690 1| no-sig
hsa-miR-371b-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-374a-3p 0.6004 | no-sig
hsa-miR-374a-5p 1| no-sig
hsa-miR-374b-3p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-374b-5p 0.7533 | no-sig
hsa-miR-375-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-377-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-378a-3p/378c/378d/378e 0.1508 | no-sig
hsa-miR-379-5p 1| no-sig
hsa-miR-381-3p 0.5258 | no-sig
hsa-miR-382-5p 1| no-sig




hsa-miR-3913-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-409-3p 0.6905 | no-sig
hsa-miR-409-5p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-410-3p 0.1508 | no-sig
hsa-miR-411-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-411-5p 1| no-sig
hsa-miR-412-5p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-421 0.834 | no-sig
hsa-miR-423-3p 0.0952 | no-sig
hsa-miR-424-3p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-424-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-425-3p 1| no-sig
hsa-miR-425-5p 0.2222 | no-sig
hsa-miR-4286 0.1579 | no-sig
hsa-miR-431-5p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-432-5p 0.1612 | no-sig
hsa-miR-433-3p 1| no-sig
hsa-miR-4433b-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-4433b-5p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-4435-5p 0.6072 | no-sig
hsa-miR-4446-3p 0.3321 | no-sig
hsa-miR-4454 0.4237 | no-sig
hsa-miR-4473-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-4508 0.4237 | no-sig
hsa-miR-450a-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-450b-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-451a 0.8413 | no-sig
hsa-miR-452-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-454-3p 0.6664 | no-sig
hsa-miR-454-5p 0.1812 | no-sig




hsa-miR-4645-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-4662a-5p 0.3727 | no-sig
hsa-miR-4677-3p 1| no-sig
hsa-miR-4687-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-4746-5p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-4786-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-485-3p 1| no-sig
hsa-miR-486-3p 0.5038 | no-sig
hsa-miR-486-5p 0.0556 | no-sig
hsa-miR-487b-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-493-3p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-493-5p 1| no-sig
hsa-miR-494-3p 1| no-sig
hsa-miR-497-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-500a-3p/502-3p 0.0593 | no-sig
hsa-miR-501-3p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-505-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-508-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-509-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-5189-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-532-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-539-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-542-3p 1| no-sig
hsa-miR-548a-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-548ab/548n 0.4237 | no-sig
hsa-miR-548am-5p/548au-5p/548c-5p/5480-5p 1 | no-sig
hsa-miR-548av-5p/548k 0.3321 | no-sig
hsa-miR-548bc 0.4237 | no-sig
hsa-miR-548e-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-548e-5p 0.4237 | no-sig




hsa-miR-550a-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-556-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-5701 0.4237 | no-sig
hsa-miR-574-3p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-574-5p 0.6072 | no-sig
hsa-miR-576-5p 0.6072 | no-sig
hsa-miR-577-5p 0.6072 | no-sig
hsa-miR-582-3p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-582-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-584-5p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-589-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-589-5p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-590-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-598-3p 1| no-sig
hsa-miR-616-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-625-3p 0.5038 | no-sig
hsa-miR-625-5p 0.2393 | no-sig
hsa-miR-627-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-628-3p 1| no-sig
hsa-miR-628-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-629-5p 0.8237 | no-sig
hsa-miR-641 0.4237 | no-sig
hsa-miR-6502-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-6503-3p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-651-5p 1| no-sig
hsa-miR-652-3p 0.1161 | no-sig
hsa-miR-652-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-654-3p 0.8413 | no-sig
hsa-miR-654-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-659-5p 0.7972 | no-sig




hsa-miR-660-5p 0.5476 | no-sig
hsa-miR-664a-3p 0.6072 | no-sig
hsa-miR-664a-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-668-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-671-3p 0.8413 | no-sig
hsa-miR-6721-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-6741-3p 1| no-sig
hsa-miR-6774-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-6813-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-6837-3p 0.3465 | no-sig
hsa-miR-6842-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-6852-5p 1| no-sig
hsa-miR-6866-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-7-1-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-7-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-744-5p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-766-3p 0.7533 | no-sig
hsa-miR-766-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-769-5p 0.4206 | no-sig
hsa-miR-7702-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-7704 0.9142 | no-sig
hsa-miR-7705 1| no-sig
hsa-miR-7706 0.4633 | no-sig
hsa-miR-7848-3p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-7849-3p 0.2393 | no-sig
hsa-miR-7854-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-7855-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-7974 0.4237 | no-sig
hsa-miR-7976 1| no-sig
hsa-miR-873-5p 0.7241 | no-sig




hsa-miR-874-3p 0.4802 | no-sig
hsa-miR-877-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-889-3p 1| no-sig
hsa-miR-9-5p 0.4407 | no-sig
hsa-miR-92a-3p 0.3095 | no-sig
hsa-miR-92b-3p 0.8413 | no-sig
hsa-miR-92b-5p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-93-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-941 1| no-sig
hsa-miR-942-5p 0.1797 | no-sig
hsa-miR-95-3p 0.4237 | no-sig
hsa-miR-98-5p 0.2222 | no-sig
hsa-miR-99a-5p 0.7972 | no-sig
hsa-miR-99b-5p 0.5476 | no-sig

Tabla 1. Total de miRNAs expresados diferencialmente en PBMC de pacientes con FOP en comparacion
con controles sanos pareados por edad y sexo.



