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Resumen

Objetivo: Los miRNAs en las tarjetas de tamiz neonatal (NBSC) podrian servir
como biomarcadores tempranos de enfermedades conforme a la teoria de la
ontogenia de la salud y la enfermedad (DOHaD). Sin embargo, se desconoce si
estos miRNAs en NBSC estan libres o encapsulados en vesiculas extracelulares
(EVs). En este estudio se evaluo la presencia de miRNAs libres o encapsulados en
EVs en muestras de sangre seca (DBS) en NBSC. También se evalué el tratamiento
de NBSC con una solucién de trehalosa 25 mM (TP) y su impacto en el rendimiento
de recuperacion de miRNAs en DBS y EVS de NBSC.

Métodos: Quince muestras de sangre capilar de neonatos se colectaron en NBSC
estandary con pretratamiento TP. Posteriormente se recuperaron las EVs presentes
en las DBS en NBSC mediante un sistema acuoso de dos fases (ATPS) y se
analizaron mediante microscopia electrénica de transmision (TEM), dispersién
dinamica de la luz (DLS) y el ensayo aumentado de colorimetria nano plasmoénica
(CONAN). En cada muestra de DBS en NBSC, estandar y tratada con TP, se
purificaron y cuantificaron los miRNAs totales y los miRNAs de EVs. Ademas, se
identificaron por PCR a miR-486, miR-33b y miR-375 a partir de EVs de DBS en
NBSC.

Resultados: Se observaron EVs con tamarios entre 20 y 100 nm en las muestras
de DBS en NBSC. Se confirmo la presencia de miRNAs encapsulados en EVs. No
se encontraron diferencias significativas entre las NBSC estandar y con tratamiento
(TP) en el rendimiento de recuperaciéon de miRNAs en EVs y DBS de NBSC. Fue
confirmada la presencia de miR-33b, miR-486 y miR-375 en EVS de DBS en NBSC.
Conclusiones: Es posible aislar EVs y purificar miRNAs a partir de DBS en NBSC.
Los miRNAs en DBS se encuentran en forma libre y encapsulados en EVs. El
tratamiento de NBSC con TP no parece afectar la recuperacion de miRNAs. Nuevas
posibilidades para la investigaciéon de EV-miRNAs en NBSC y su potencial como
biomarcadores se plantean con este estudio, contribuyendo al area de la teoria de
DOHaD.

Palabras clave: microRNAs, vesiculas extracelulares, exosomas, tarjetas de
tamiz neonatal, sangre seca, biomarcadores.

Xiv



Abstract

Objective: MiRNAs on neonatal screening cards (NBSCs) could serve as early
biomarkers of diseases according to the Developmental Origins of Health and
Disease (DOHaD) theory. It is unknown whether these miRNAs in NBSC are free or
encapsulated in extracellular vesicles (EVs). This study evaluated the presence of
free or encapsulated miRNAs in EVs in dried blood samples (DBS) in NBSC. A 25
mM trehalose (TP) solution in NBSC was assessed to see if it affected the recovery
performance of miRNAs in DBS and EVS of NBSC.

Methods: Fifteen capillary blood samples from neonates were collected in standard
NBSC and with TP pretreatment. The EVs present in DBS in NBSC were recovered
using a two-phase aqueous system (ATPS) and analyzed by transmission electron
microscopy (TEM), dynamic light scattering (DLS), and augmented nano plasmonic
colorimetry assay (CONAN). In each DBS sample in NBSC, standard and treated
with TP, total miRNAs, and from EVs, were purified and quantified. In addition, miR-
486, miR-33b, and miR-375 were identified by PCR from EVs recovered from DBS
at NBSC.

Results: EVs with sizes between 20 and 100 nm were observed in DBS samples.
The presence of miRNAs encapsulated in EVs was confirmed. In the recovery of
miRNAs with TP treatment, no significant differences were found concerning
standard NBSC. The presence of miR-33b, miR-486, and miR-375 in EVS in NBSC
samples was confirmed.

Conclusions: It is possible to isolate EVs and purify miRNAs from DBS in NBSCs.
The miRNAs in DBS are in free form and encapsulated in EVs. Treatment of NBSC
with TP does not appear to affect miRNA recovery. This study raises new possibilities
for investigating EV-miRNAs in NBSC and their potential as biomarkers, contributing
to the DOHabD theory area.

Keywords: microRNAs, extracellular vesicles, exosomes, newborn screening

cards, dried blood, biomarkers.
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MicroRNAs y vesiculas extracelulares en sangre
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Correspondencia: Dr. Luis A. Salazar-Olivo. E-mail: olivo@ipicyt.edu.mx; ORCID:
0000-0001-6906-4561

1. Introduccion

El concepto de la teoria de ontogenia de la salud y enfermedad (DOHaD; Developmental
Origins of Health and Disease) sugiere que el ambiente que rodea un individuo durante
su desarrollo fetal y neonatal influye en su salud a lo largo de toda la vida, incluyendo la

predisposicion a la obesidad y las enfermedades metabdlicas .

En este contexto, las tarjetas de tamiz neonatal (NBSC; Newborn Screening Cards) se
presentan como una oportunidad unica para la investigacion de biomarcadores
tempranos. Las NBSC, utilizadas en la prueba de tamizaje neonatal desde 1960,
consisten en tarjetas de papel filtro sobre las que se depositan gotas de sangre capilar,
obtenidas mediante puncidn del talon del neonato. En la actualidad, estas tarjetas se
utilizan para la deteccion de enfermedades metabdlicas a través del analisis de proteinas
y enzimas . Sin embargo, las NBSC también contienen una gran cantidad de
informacion molecular y se ha comprobado que es posible analizar DNA, RNA mensajero

y RNAs no codificantes a partir de ellas 341,

Entre estos RNAs no codificantes se encuentras los microRNAs (miRNAs), que son

pequefias moléculas de RNA que participan en la regulacion de la expresion
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postranscripcional, al unirse a secuencias complementarias especificas de los RNA
mensajeros. El descubrimiento de los miRNAs y su papel en la regulacion génica ha
revolucionado nuestra comprension de diversos procesos bioldgicos, incluyendo el

desarrollo, la diferenciacion celular y la respuesta a enfermedades .

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron la factibilidad de analizar miRNAs
circulantes en muestras de sangre seca (DBS; Dried Blood Spots) obtenidas de NBSC
[6.7]. Estos estudios abren nuevas posibilidades para la investigacion de biomarcadores,
el estudio de la expresion génica y la comprension de los mecanismos moleculares
subyacentes a diversas condiciones de salud y enfermedad. El uso de NBSC para el
analisis de miRNAs presenta ventajas en comparacion con muestras de sangre fresca,
como la facilidad de recoleccidon, manejo y almacenamiento, el bajo costo, y la minima

invasividad [8:9],

Si bien se ha demostrado la presencia de miRNAs circulantes en NBSCI"'% ain se
desconoce si estos miRNAs circulan libremente en sangre o encapsulados en vesiculas
extracelulares, como los exosomas. Los exosomas son nano vesiculas secretadas por
las células que desempefian un papel fundamental en la comunicacion intercelular. Estas
vesiculas transportan una variedad de moléculas, incluyendo proteinas, lipidos y miRNAs
1], Se plantea que la encapsulacion exosomal de miRNAs les confiere proteccién contra

la degradacion y facilita su transporte a través de fluidos bioldgicos, como la sangre. 11,

Determinar la condicién libre o encapsulada en vesiculas exosomales de los miRNAs
circulantes en sangre y presentes en DBS podria proporcionar informacién valiosa sobre
su origen, estabilidad y funcion bioldgica. El objetivo de este estudio fue determinar si los
miRNAs que se han obtenido previamente a partir de DBS en NBSC circulan en sangre
libres o encapsulados en EVs, los miRNAs seleccionados son el miR-33b, el miR-486 y
el miR-375 que se encuentran relacionados con la macrosomia en neonatos o bien se
encuentran relacionados en procesos metabolicos relacionados a la obesidad 67121, Por
otra parte se evalud el efecto de un pretratamiento de las tarjetas con una solucién de
trehalosa 25 mM (TP), en el rendimiento de recuperacion de miRNAs a partir de DBS y
EVs en DBS en NBSC. Esta investigacion contribuira al conocimiento sobre la presencia

y estabilidad de los miRNAs en EVs a partir de DBS en NBSC, un area poco explorada

2
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hasta ahora, y que podria tener implicaciones importantes en el futuro para el estudio de

biomarcadores al inicio de la vida.

2. Métodos

2.1. Sujetos y recoleccion de muestras

Quince muestras de sangre capilar se recolectaron en el Hospital del Nifio y la Mujer "Dr.
Alberto Lopez Hermosa" en San Luis Potosi, SLP, México; con previa autorizacién de los
padres, a través de un consentimiento informado. La toma de muestra se realizd
mediante puncién del taléon, siguiendo el lineamiento técnico establecido por la Secretaria

de Salud de México para la obtencién de muestras sanguineas para tamiz neonatal ['3l,

Se recolectaron las gotas de sangre de recién nacidos de entre 5 dias a 1 mes de edad
sobre una tarjeta de papel Whatman 903 estandar o sobre el mismo papel filtro pretratado
con una solucién de trehalosa 25 mM en PBS (TP), asegurando el mismo tiempo de
secado minimo (2 h), posteriormente se almacenaron a temperatura ambiente (25 °C £10
°C) y humedad ambiente (30%-60%) protegidas de la luz, durante un periodo de 4 a 6
meses hasta su analisis. Las DBS se dividieron en cuatro grupos como se muestra en la

Figura 1.

Durante la toma de muestra se registraron los siguientes datos: fecha de toma de
muestra, fecha de nacimiento, tipo de parto, semanas de gestacién, sexo, peso y talla al

nacer, tipo de alimentacién, y complicaciones durante el parto y el embarazo.
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Figura 1.Diagrama de flujo de disefio experimental y estructuracién de grupos para su posterior analisis.
Grupo 1: Muestras en NBSC sin pretratamiento de las cuales se purificaron miRNAs totales. Grupo 2:
Muestras en NBSC sin tratamiento previo de las cuales se separaron las EVs por ATPS previo a la
purificacion de miRNAs. Grupo 3: Muestras en NBSC con pretratamiento TP de las cuales se purificaron
miRNAs totales. Grupo 4: Muestras en NBSC con pretratamiento TP de las cuales se separaron las EVs
por ATPS previo a la purificaciéon de miRNAs.

2.2. Extraccion de vesiculas extracelulares (EVs)

Porciones de las DBS (equivalentes a ~40 uL de sangre) se solubilizaron en 1 mL de
PBS (Grupo 1y 3) o en 1 mL de solucion TP (Grupo 2 y 4) durante 12 h a 4 °C. Los
sobrenadantes obtenidos se procesaron por el método del sistema acuoso de dos fases
(ATPS) propuesto por Kirbas et al. (2019), con modificaciones. A continuacion, se
describe el proceso: las muestras rehidratadas se centrifugaron a 20,000 x g durante 30
min a 4 °C. Los sobrenadantes resultantes se filtraron a través de membranas 0.22 ym
Durapore® de difluoruro de poli vinilideno (PVDF) (MilliporeSigma, Burlington, MA, USA)
y se mezclaron con una solucion de trabajo ATPS, compuesta por 1.65% (p/v) de dextran
y 3.35% (p/v) de polietilenglicol en agua proveniente del sistema de agua ultrapura Milli-
Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Estas mezclas se centrifugaron a 10,000 x g durante 10
min a 4 °C. Los sedimentos obtenidos se lavaron dos veces, eliminando el 80% del
sobrenadante y reemplazandolo con soluciéon de ATPS diluida 1:1 en agua. Finalmente,

se recuperd la fraccion resultante (20%) para posteriores analisis.

4
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2.3. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La solucién recuperada mediante ATPS se analizé por TEM. Se utilizaron soportes de
cobre con Formvar/Carbén de numero de malla 200 (TED PELLA, California, USA,
01800-F). La malla se sumergié en una solucién de azul de alciano (1%) durante 5 min
y luego en acido acético (1%) durante 1 min. Después, se colocé una gota de la muestra
en la rejilla y se permitio sedimentar durante 10 min. Se realizé la tincion negativa
cubriendo la rejilla con una solucion de molibdato de amonio al 2%, pH de 7.19 durante
2 min "%, Las muestras se procesaron en un microscopio JEM-200 CX (JEOL, Tokio,

Japon).
2.4. Dispersion dinamica de la luz (DLS)

La distribucidn de tamafos de particula para las EVs en las muestras se analizé mediante
DLS empleando un dispersor Zetasizer® APS (Malvern, Herrenberg, Germany). Se
analizaron 100 L de la muestra diluida 1:5. Las mediciones se realizaron en una posicion
fija con un atenuador automatico a 25°C. El experimento se realizé por duplicado. Se
obtuvieron los siguientes parametros de las mediciones de DLS: diametro hidrodinamico,
indice de polidispersividad y distribuciéon de tamafo. Los datos se analizaron utilizando

el software de Zetasizer® (Malvern, Herrenberg, Germany) ["61,

2.5. Ensayo aumentado de colorimetria nanoplasménica (CONAN)

La sintesis de nanoparticulas se realizé mediante el método de Turkevich, seguido por
el ensayo de colorimetria conforme lo reportan '], Se utilizé dimiristoilfosfatidilcolina

(DMPC) como estandar y el cambio de color se observo visualmente.

2.6. Purificacion de miRNAs

Los miRNAs se purificaron a partir de DBS de todos los grupos utilizando el kit
MiIRNEASY® Advanced (Qiagen, Hilden, Germany, 217204), siguiendo las instrucciones
del fabricante con una modificacion, en el paso previo a la adicién de isopropanol se
agregaron 0.3 yL de glicogeno grado biologia molecular (Thermo Scientific, Cat. No.

R0561) como co-precipitante 8],
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La concentracién de los miRNAs purificados se determind mediante fluorometro, el
Qubit® 2.0 empleando el kit Qubit® microRNA Assay (Invitrogen, Cat. No. Q32880), de

acuerdo con las instrucciones del fabricantel'8!.

2.7. RT-PCR

Se una realizd retro transcripcion usando un volumen fijo de RNA (2 pL) para todas las
muestras. Se afiadié 2 yL de primer stem-loop (1 yM), 2 yL de mezcla de dNTPs (10
mM), 0.1uL de transcriptasa reversa M-MLV (200 U/uL) (Promega, Madison, WI, USA),
4 uL de M-MLV RT 5 x Reaction Buffer, 0.03 uL de RNasin inhibitor (2,500 U/uL), y agua
libre de nucleasas para un volumen final de 20 uL por reaccion. Las reacciones fueron

incubadas a 16°C por 30 min, seguidas por 60 ciclos a 30°C por 30 s, 42°C por 30 s, y

Rl

La reaccion de PCR se llevé a cabo usando un volumen fijo de cDNA (2 uL) para todas
las muestras. Se afiadio 0.2 uL de primer forward y 0.2 pL de primer reverse (10 uM), 0.4
ML de mezcla de dNTPs (10 mM), 0.1 uL de polimerasa (200 U/uL) (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA), 4 puL de Buffer de reaccién, y agua libre de nucleasas para un
volumen final de 20 uL por reaccion. Las reacciones fueron incubadas a 95°C por 4 min,
seguidas por 45 ciclos a 95°C por 30 s, 60°C por 30 s, y 72°C por 30 s. Al final se

incubaron a 85°C por 5 min.

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio, en una corrida durante 50 min a 90V y 150 mA y se revelaron en una
camara de transiluminacién UV. La Tabla 1 incluye todos los cebadores para las

reacciones de retro transcripcion y PCR.

Tabla 1. Lista de cebadores utilizados.

miRNA Tipo Secuencia
. 5 GTT GGC TCT GGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCA CCA GAG CCA ACG
miR-33b  Stem-loop .
CAATG 3
. 5' GTT GGC TCT GGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCA CCA GAG CCAACT
miR-375 Stem-loop \
CACGC3
mMiR-486 Stem-loo 5 GTT GGC TCT GGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCA CCA GAG CCAACA
P crceee 3
miR-33b Forward 5-GTT TGG GTG CAT TGC TGT TG-3'
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miR-375 Forward 5-TGG TTTTTG TTC GTT CGG CT-3'
miR-486 Forward 5-TGT TTTTTT TTT TCC TGT ACT GAG CTG-3'
Reverse Reverse 5'-GTG CAG GGT CCG AGG T-3'

Para cada primer se incluye el nombre del miRNA, el tipo de andlisis y la secuencia.

2.8. Analisis de datos

Los datos obtenidos de TEM se analizaron con el software Image J para revisar
morfologia y medir el diametro de las vesiculas extracelulares ['9. En el caso del DLS,
los datos se analizaron utilizando el software de Zetasizer® (Malvern, Herrenberg,

Germany).

Para comparar entre los grupos considerando el numero de muestras y que se
desconoce la distribucion de la poblacion se condujeron pruebas no paramétricas. Para
los datos de EVs (didmetro e indice de polidispersividad) se realizé una prueba U de
Mann-Whitney. Para la concentracion de miRNAs se condujo una prueba de Kruskal-
Wallis con prueba de comparaciones multiples de Dunn. Todos los analisis estadisticos
se realizaron en el apartado de graficos de BioRender.com. La significancia estadistica

se establecio a partir de p<0.05.

3. Resultados

3.1. Caracteristicas de las muestras

Se recolectaron 15 muestras de neonatos, de las cuales 60% pertenecieron a mujeres y
40% a hombres. El peso promedio al nacimiento fue de 3.1£0.8 kg y la talla fue de
49.5+5.5 cm, por lo que tenemos en promedio pesos y tallas normales. Las muestras se
recolectaron en julio de 2023 de niflos con maximo un mes de nacidos y se almacenaron
a temperatura ambiente protegidas de la luz, durante un periodo de 4 a 6 meses antes

de su analisis. La Tabla 2 describe algunas caracteristicas de la poblacidon muestreada.

Tabla 2. Caracteristicas de los neonatos donantes de las muestras de sangre.

Caracteristicas Datos
n (% mujeres) 15 (60%)
Peso al nacimiento (kg) 2.3 kg —3.9kg (SD 0.5)
Talla al nacimiento (cm) 44 — 55 (SD 2.9)
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170

171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183

184
185
186
187
188
189
190
191

Edad gestacional (semanas) 32-41 (SD 2.4)
Unico (93.4%)
Mdltiple (6.6%)
Ninguna (66.7%)
Obesidad (6.6%)

Condiciones durante el embarazo (%) Hipertension (13.3%)
Hipotension (6.6%)

Nacimiento multiple (%)

Diabetes gestacional (6.6%)
SD. Desviacion Estandar

3.2 Recuperacioén de EVs a partir de DBS

Se procesaron las muestras DBS en NBSC estandar y tratadas con TP mediante el
método de ATPS dando origen a los grupos 2 y 4 respectivamente. A partir de las
muestras procesadas, se identifico cualitativamente la presencia de EVs en las muestras
mediante el ensayo CONAN. Este método se basa en la interaccion entre las EVs y
nanoparticulas de oro (AuNPs), donde una solucién con EVs induciria un cambio de color
de rojo a azul, mientras que la presencia de proteinas exdgenas solubles y agregadas
(SAPs) impediria este cambio, manteniendo la solucién roja. Como se observa en la
Figura 2 A, el segundo pocillo corresponde a el control negativo para la prueba de
CONAN y muestra un intenso color rojo, el cual tiene exclusivamente la presencia de
AuNPs, a partir del tercer pocillo se puede observar una reducciéon en la intensidad del
color, lo cual corresponde a la dilucién en la concentracion de las EVs, que va de 2% a
0.02% Este ensayo nos permitid confirmar de forma cualitativa la presencia de EVs

agregadas con AuNPs.

A partir de las muestras de los grupos 2 y 4, se mostro la presencia de estructuras
circulares con el analisis de las muestras por TEM, y se observaron con un centro mas
claro y bordes oscuros, correspondientes a las estructuras reportadas como EVs en
trabajos previos 1520, Se observaron estructuras con tamarios de entre 20 y 100 nm,
tanto en el grupo 2 como en el grupo 4 (Figura 2, B, C). La forma como el tamafio de las
estructuras identificadas son consistentes con la presencia de exosomas, los cuales han
sido ampliamente asociados con el transporte de miRNAs [''21l. No se observaron
diferencias en la morfologia entre ambos grupos.
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Figura 2 Imagenes de microscopia de transmision (TEM) de vesiculas extracelulares obtenidas a
partir de muestras de sangre seca.

A: Prueba cualitativa de CONAN para muestra de vesiculas extracelulares sin tratamiento TP. B:

Micrografia de vesiculas extracelulares en muestra DBS sin tratamiento TP grupo 1. C: Micrografia de
vesiculas extracelulares en muestra DBS con tratamiento TP grupo 2.

El analisis de DLS en los grupos 2 y 4 revel6 una distribucion de tamafios de particulas
entre 30 y 600 nm por intensidad, y entre 10 y 100 nm por masa. En todas las muestras
se observaron fracciones de entre 10 y 100 nm correspondientes a exosomas un tipo
especifico de EVs [?2]. Las fracciones de mayor tamafio podrian corresponder a otro tipo
de vesiculas 2324 pero dado que durante el método ATPS se realiza una filtracion con
membranas de 0.2 um este resultado se puede explicar por la presencia de exosomas

agregados.
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Del analisis DLS se obtuvieron otros parametros como el diametro hidrodinamico
promedio de las EVs, el cual fue de 141.1 £ 112.3 nm para el grupo 2 y de 41 £ 23.25 nm
para el grupo 4, mientras que el indice de polidispersidad fue de 0.633 y de 0.321,

respectivamente. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

Comparacion del promedio del indice de L. . L.
A polidispersividad (IP) B Comparacién del promedio del diametro
700+
74 600 -
£
0.8+ 5 7 5007 _
e < 400+ L
T 06+ £ £
5 -E 300 ¢
o -
£ 0.4 Q 9 2004 oY'0o
0.2 100 1 -
0 ToIES
0 a9 *
£ |
Grupos Grupos

C

cent)

Intensity [Per

' w0 wo woo
Size [dam)

Record 45: PTOZS pPeT 15 1 [well Al) Record 46: PTOZS pPeT 15 2 [well AT)|

Figura 3. Resultados del analisis de dispersion dinamica de la luz (DLS).

A: Comparacién de Indice de Polidispersividad entre grupos 2 y 4. B: Comparacion de didmetro de
particulas entre grupos 2 y 4. C: Distribucion de diametro de particulas para una muestra representativa
(M7).

ambos grupos (Figura 2).
3.3. Cuantificacion de miRNAs en EVs obtenidas de DBS

Se purificaron miRNAs de todos los grupos (1, 2, 3y 4). Los grupos 1y 3 corresponden
a los miRNAs totales de las NBSC estandar y tratadas con TP, respectivamente. Los
grupos 2 y 4 corresponden a los miRNAs provenientes de EVs de las NBSC estandar y

tratadas con TP, respectivamente. La concentracion de miRNAs en cada grupo se
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cuantifico utilizando un método fluorométrico. Los grupos 2 y 4 mostraron un rendimiento
menor comparados con los grupos 1y 3 (Figura 4). Este es un resultado esperado ya
que los miRNAs provenientes de EVs representan solo una fraccion de los miRNAs

totales presentes en las DBS.

Las concentraciones promedio de miRNAs purificados de los distintos grupos
experimentales fueron 12.9 ng/mL para el grupo 1, 6.4 ng/mL, 12.59 ng/mLy 4.77 ng/mL
para los grupos 2, 3 y 4, respectivamente (Tabla 3). La fraccién de miRNAs provenientes

de EVs represento entre el 19% y el 39% del total de miRNAs presentes por muestra.

Los analisis estadisticos no mostraron diferencias significativas en la concentracion de
mMiRNAs totales entre las NBSC con y sin tratamiento previo (grupos 1 y 3), ni en la
concentracion de miRNAs provenientes de EVs de NBSC con y sin tratamiento previo
(grupos 2 y 4). Es importante destacar que las muestras M5 y M6 presentaron la mayor
concentracion de miRNAs en todos los grupos, lo que sugiere que la variabilidad entre
individuos podria ser un factor mas relevante que el tratamiento de la NBSC en la

concentracion de miRNAs.

Tabla 3. Estadistica descriptiva de la concentracion de miRNAs purificados

Grupo Media SD SEM
1 12.9753 8.1874 2.114
2 6.4187 8.0448 2.2764
3 12.5947 8.8164 2.2764
4 4.7767 6.2997 1.6266

Los datos de la media son de concentracion de miRNAs purificados a partir de los cuatro grupos,
datos en ng/mL SD. Desviacion estandar. SEM. Error estandear de la media descriptiva.

11
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Figura 4. Concentracion de miRNAs de los diferentes grupos.
Significancia estadistica p < 0.05.

3.4. Presencia de miRNAs especificos

Los miRNAs purificados de cada grupo se analizaron mediante stem-loop RT-PCR [2°],
para determinar la presencia de miR-33b, miR-375 y miR-486, se eligieron estos miRNAs
porque han sido previamente reportados en DBS [¢7] La presencia de estos miRNAs se
evaluo utilizando geles de agarosa. Los miR-33b, miR-375 y miR-486 mostraron bandas
cercanas a 100pb en la mayoria de las muestras (M1-M6) para los grupos 2 y 4, lo cual
sugiere la presencia de estos miRNAs derivados de EVs en DBS. Las muestras M8 y M9
para los grupos 2 y 4 muestran presencia para miR-33b y miR-486, sin embargo no se
muestran para miR-375 (Figura 5). Se puede ver que se mantienen presentes en el resto

de las muestras (Figura Suplementaria 1-3)

12



A. miR-486

Rk

M1-2 M14 M2-2 M24 M3-2 M3-4 M4-2 M4-4 M52 M54 M6-2 Mé6-4 MP CN M7-2 M7-4 M8-2 M84 M9-2 M9-4

B. miR-33b
200 pb

100 pb

M3-4 M4-2 M4-4 M52 M54 M6-2 M6-4

C. miR-375

200pb |
100 pb

M1-2 M1-4 M2-2 M24 M3-2 M34 M42 M44 M52 M54 M6-2 M6-4 MP CN M7-2 M7-4 M8-2 M84 M9-2 M9-4

Figura 5. Presencia de miRNAs especificos por PCR en EVs a partir de DBS.
A. Muestras 1-9 grupos 2 y 4 para miR-486. B. Muestras 1-9 grupos 2 y 4 para miR-33b. C. Muestras
1-9 grupos 2 y 4 para miR-375. MP, Marcador de Peso. CN, Control Negativo.

236 4. Discusion

237 En este estudio, se logro6 identificar la presencia de miRNAs en EVs derivadas de DBS
238 utilizando un método accesible y se exploré la utilidad de una solucién de trehalosa para
239  optimizar la recuperacién de biomarcadores de NBSC. Si bien diversos estudios han
240 reportado el uso de DBS en anadlisis multiomicos (gendmica, transcriptomica y
241 metabolémica) y de acidos nucleicos especificos como biomarcadores 1378261 este
242  trabajo representa el primero en reportar la extraccion de miRNAs en EVs a partir de
243 muestras en NBSC utilizando el método de ATPS.

244  Investigaciones previas han reportado la identificacién de EVs a partir de muestras de
245  papel sin analizar su contenido de miRNAs [27:28] y también se ha logrado la purificacién
246 de miRNAs en papel a partir de suero sanguineo separando los miRNAs libres de los
247  contenidos en vesiculas, sin embargo, el tipo de papel empleado es diferente y las
248 muestras fueron manipuladas previo a depositarlas en el papel ?°. Este estudio se
249  diferencia de investigaciones previas al confirmar la purificacion de EVs a partir de DBS
250 en tarjetas Whatman 903, las cuales son ampliamente utilizadas para el tamiz neonatal.
251  Se incluyeron dos tipos de NBSC en el analisis: NBSC estandar y NBSC tratadas con
252 TP
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El método ATPS utilizado para la extraccion de EVs ha sido reconocido por su bajo costo
y por no requerir infraestructura especializada en el sitio de toma de muestra [14:30.31],
Esto representa una gran ventaja para su futura implementacion como plataforma para
el diagndstico o pronostico molecular, particularmente en zonas sin acceso a

infraestructura especializada.

El tamano y la morfologia de las EVs obtenidas en este trabajo son consistentes con la
literatura sobre exosomas [202432 | os miRNAs contenidos en exosomas han sido
propuestos como mejores biomarcadores en comparacién con los miRNAs libres de
células debido a su calidad y estabilidad 93334 Diversos estudios han encontrado
mMiRNAs exosomales asociados con enfermedades no transmisibles, como la obesidad

en adultos y la obesidad infantil como el mMiRNA 33a exosomal [35-38],

La presencia de miRNAs especificos (miR-33b, miR-486 y miR-375) en las muestras de
EVs (grupos 2 y 4) es relevante para la teoria de DOHaD, ya que estos miRNAs han sido
asociados con alteraciones en procesos metabolicos 12, El miR-486 se ha asociado
con procesos celulares que, al verse alterados, pueden resultar en condiciones como
obesidad, diabetes, cancer, macrosomia fetal, preclamsia e inclusive COVID19 [6.12,39-42]
El miR-33b se ha asociado con diversas enfermedades relacionadas con la regulacion
de lipidos, incluyendo diabetes, obesidad, preclamsia e interrupcién del embarazo

[40.43.44] También se ha reportado como alterado en neonatos con macrosomia.l®71,

A la fecha, no hay métodos estandarizados para la extracciéon de miRNAs de EVs a partir
de DBS. Se han reportado diferentes métodos para la extraccion de EVs de papel,
incluyendo el uso de kits, pero no se habia intentado usar un método de separacion de

fases para este tipo de muestras en NBSC [27-29:45],

En este estudio, se exploré el uso de trehalosa como agente preservante para mantener
la calidad de las muestras y aumentar el rendimiento en la extraccion de EVs y miRNAs.
Si bien la trehalosa se utiliza en numerosos estudios para la preservacion celular 61y un
reporte previo indicdé que podria aumentar la recuperacion de miRNAs y exosomas a
partir de suero ?°1, en este trabajo no se encontraron diferencias significativas en la
recuperacion de miRNAs entre grupos de muestras tratadas y no tratadas con trehalosa.

Tampoco se observaron diferencias notables en la morfologia de las EVs, lo que sugiere
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que la trehalosa no afecta la integridad estructural de las vesiculas. Estos resultados
podrian deberse a las diferencias en la concentracion de trehalosa utilizada. Se necesitan
estudios futuros que incluyan diferentes concentraciones de trehalosa y comparen su

uso con el de otros agentes preservantes #7-59,

El analisis de miRNAs en NBSC ofrece un enorme potencial para la investigacion
biomédica y la medicina personalizada. Sin embargo, es crucial optimizar los métodos
de obtencion, almacenamiento, aislamiento y purificacion de miRNAs, tanto libres como

encapsulados en EVs, para asegurar la reproducibilidad y la validez de los resultados.

Futuros estudios deberan abordar las limitaciones de este estudio, como el tamano de la
muestra y la falta de analisis de variables adicionales en correlacion con las condiciones
de la poblacion. Ademas, sera necesario confirmar la identidad de los exosomas
mediante el analisis de marcadores especificos y evaluar con mayor detalle la eficiencia

en la recuperacion de miRNAs y EVs a partir de DBS.

La optimizacion de la metodologia de purificacion, incluyendo la evaluacién de diferentes
tipos de papel, preservantes y tiempos de almacenamiento, sera crucial para mejorar la

recuperacion y la integridad de las EVs y los miRNAs.

Finalmente, la cuantificacién de la expresion de miRNAs especificos en NBSC permitira
analizar su asociacion con diferentes condiciones de salud y explorar su potencial como

biomarcadores tempranos, en linea con la teoria DOHaD.

En conjunto, estos esfuerzos contribuiran a una mejor comprension de la biologia de los
miRNAs y las EVs al inicio de la vida, y podrian conducir al desarrollo de nuevas
estrategias diagndsticas y terapéuticas basadas en el analisis de DBS contenidas en
NBSC.
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7. Material Suplementario

Tabla Suplementaria 1. Datos DLS de las muestras para tamaino de particula

u Muestra (EVs) eAve Promedio 1 promedio Pdi
(d.nm) (d.nm)

1 M1-2 169.9 0.622

2 M1-2 84.27 127.085  0.461 0.5415

3 M1-4 92.93 0.434

4 M1-4 68.23 80.58 0.434 0.434

5 M2-2 285.8 0.974

6 M2-2 139.5 212.65 0.62 0.797

7 M2-4 238.6 0.842

8 M2-4 190.5 214.55 0.95 0.896

9 M3-2 525.9 1

10 M3-2 131.4 328.65 0.506 0.753

11 M3-4 37.62 0.415

12 M3-4 34.86 36.24 0.407 0.411

13 M4-2 184.7 0.792

14 M4-2 201.8 193.25 0.846 0.819

15 M4-4 246.4 1

16 M4-4 141.1 193.75 0.633 0.8165

17 M5-2 606.4 1

18 M5-2 190.5 398.45 0.832 0.916

19 M5-4 581.9 1

20



20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51
52
53

M5-4
M6-2
M6-2
M6-4
M6-4
M7-2
M7-2
M7-4
M7-4
M8-2
M8-2
M8-4
M8-4
M9-2
M9-2
M9-4
M9-4
M10-2
M10-2
M10-4
M10-4
M11-2
M11-2
M11-4
M11-4
M12-2
M12-2
M12-4
M12-4
M13-2
M13-2
M13-4
M13-4
M14-2

200.9
132.1
89.52
45.43
32.52
103.9
45
37.34
36.86
56.92
56.88
839.1
416.9
364
226.2
101.6
40.09
465.2
416.8
319.7
158.9
45.26
34.84
100.2
79.04
266.9
121.4
131.9
54.31
43.16
36.89
35.35
31.53
73.15

21

391.4

110.81

38.975

74.45

371

56.9

628

295.1

70.845

441

239.3

40.05

89.62

194.15

93.105

40.025

33.44

0.738
0.675
0.482
0.317
0.376
0.417
0.265
0.393
0.355
0.336
0.334

0.903
0.811
0.617
0.596
0.898
0.866
0.871
0.994
0.268
0.34
0.529
0.498

0.534
0.601
0.365
0.256
0.325
0.39
0.37
0.48

0.869

0.5785

0.3465

0.341

0.374

0.335

0.857

0.6065

0.882

0.9325

0.304

0.5135

0.767

0.483

0.2905

0.38



449

450

451

54
55
56
57
58
59
60

M14-2
M14-4
M14-4
M15-2
M15-2
M15-4
M15-4

45.99
57.89
61.31
30.81
31.55
41.04
37.78

Promedio

59.57

59.6

31.18

39.41
161.64

0.353
0.391
0.347
0.368
0.372
0.321
0.368

0.4165448

0.369

0.37

0.3445
0.59

Z-Ave, es el diametro promedio calculado por peso. Pdl, Indice de polidispersividad.

Tabla Suplementaria 2. Concentracion de miRNAs para cada muestra por grupos.

MUESTRA GRUPO 1 GRUPO 3 GRUPO 2 GRUPOP 4
M1 8.98 8.54 7.83 3.1
M2 9.2 9.2 4.21 4.21
M3 16.67 1.92 7.91 14.71
M4 22.85 24.4 0 0
M5 30.84 35.86 25.4 15.67
M6 22.85 15.82 19.34 18.97
M7 8.26 1.19 3.05 2.84
M8 5.73 19.58 5.51 2.56
M9 16.86 14.29 1.47 0.13
M10 6.13 8.57 0.13 4
M11 6.58 11.02 17.77 0.24
M12 14.52 11.88 0.78 4.14
M13 3.03 9.86 0 0
M14 17.93 10.8 0.77 0.93
M15 4.2 5.99 2.11 0.15

La concentracién esta expresada en ng/mL. Grupo 1, miRNAs totales derivados de DBS en NBSC

estandar. Grupo 3, miRNas totales derivados de DBS en NBSC tratadas con TP. Grupo 2, miRNAs

provenientes de EVs de DBS en NBSC no tratadas. Grupo 4, miRNAs provenientes de EVs de DBS en
NBSC tratadas con TP.
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Figura Suplementaria 1. Geles de agarosa para miR-486 para grupo 2 y 4. Muestras en carriles 1-12
con marcador de peso (MP) en el carril 13y en el carril 14 el control negativo (CN)
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A.EV miR-33b M1-M9 grupos 2y 4
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Figura Suplementaria 2. Geles de agarosa para miR-33b para grupo 2 y 4. Muestras en carriles 1-12
con marcador de peso (MP) en el carril 13 y en el carril 14 el control negativo (CN)
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B. EV miR-375 M10-M15 grupos 2y 4
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Figura Suplementaria 3. Geles de agarosa para miR-375 para grupo 2 y 4. Muestras en carriles 1-12
con marcador de peso (MP) en el carril 13y en el carril 14 el control negativo (CN)
454
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