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Resumen 

 

Los microRNAs son RNAs no codificantes de aproximadamente 22 nucleótidos de 

largo (en su forma madura) que regulan la expresión génica a nivel 

postranscripcional. Con el auge de la secuenciación masiva de microRNAs se  

identificaron isoformas que  recibieron  el nombre de isomiRs. Los isomiRs 

contienen variaciones con respecto a la secuencia que se tiene de referencia en 

miRBase para cada microRNA.  

Actualmente se tiene registro de que algunos isomiRs pueden ser más 

abundantes que las muestras de referencia de miRBase y que también es posible 

que los resultados obtenidos de estudios que solamente se enfocan en el reporte de 

la secuencia de referencia de miRBase del microRNA estudiado, estén 

malinterpretando los resultados que se obtienen al realizar, por ejemplo, ensayos 

de RT-PCR en tiempo real. Esto es debido a que las sondas son diseñadas para la 

identificación de la secuencia de referencia de miRBase y es posible que esta sonda 

no pueda detectar a los isomiRs más abundantes 

El estudio actual de isomiRs considera a cada secuencia como una entidad 

independiente  y únicamente se encarga de reportar la abundancia aislada de cada 

secuencia. Aunque existen diversas herramientas informáticas que están diseñadas 

para identificar y cuantificar isomiRs, no existe ninguna que permita determinar el 

panorama completo de isomiRs de cada microRNA cuantitativamente y que 

además permita comparar los resultados obtenidos con los de otras muestras. Por 

esto, es necesario el desarrollo de una manera de poder estudiar a los microRNAs 

en conjunto y simultáneamente a cada uno de sus isomiRs.  

En este estudio planteamos una nueva herramienta, isomiR-index, para 

analizar cuantitativamente el panorama completo de isomiRs de distintas 

muestras. Acuñamos el término MAS para denominar a la secuencia más 

abundante de cada microRNA de cada base de datos y analizar el contenido 

porcentual de isomiRs con respecto a la MAS.  

Nuestros resultados muestran que al comparar el contenido porcentual de 

MAS en bases de datos de tejido renal humano, existe correlación de r = 0.9. 

Mientras que tejidos distintos de humano y ratón tienen una correlación  de r  = 

0.08. 

Al comparar muestras provenientes de células HCT116 knock-out de distintas 

proteínas que participan en la biogénesis de los microRNAs como Drosha, XPO5 y 

Dicer encontramos que la ausencia de la RNasa Dicer tiene un impacto en la 
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producción de isomiRs; la ausencia de XPO 5, al no ser esta una RNAsa, no tiene 

un impacto apreciable en la producción de isomiRs al comparar con la línea 

parental. Un resultado inesperado es que la línea carente de Drosha tampoco tiene 

un impacto aparente en la producción de isomiRs. 

Dada la utilidad del isomiR-index como herramienta para el estudio y 

clasificación de cambios en las proporciones de isomiRs mostradas en este trabajo, 

es posible que en estudios futuros el contenido de isomiRs pueda arrojar hallazgos 

importantes en el campo de investigación sobre la función y los mecanismos de 

acción de los microRNAs. 
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Introducción 

En 1993 se hizo un descubrimiento cuya importancia pasó desapercibida por la 

mayoría de los grupos de investigación dedicados a la comprensión de la 

regulación de la expresión génica. Dicho descubrimiento mostraba que, en el 

nemátodo C. elegans,  la traducción del mRNA de un gen conocido como lin-14, 

estaba regulada por la presencia de otro RNA, lin-4, cuya secuencia era 

parcialmente complementaria a su región 3 no traducible (Lee et al. 1993). Lo más 

peculiar del hallazgo, razón que podría explicar por qué pasó tan desapercibido, 

fue que el RNA regulador era muy pequeño, 21 nt para ser precisos y no se tenía 

conocimiento de tal tipo de regulación en otros organismos; lo que hizo parecer al 

hallazgo una mera curiosidad. Ocho años después, gracias al esfuerzo de tres 

grupos de investigación, se descubrieron una gran cantidad de RNAs, de tamaño 

similar al RNA lin-4, que regulan la expresión de mRNA de manera similar en C. 

elegans, A. thaliana, D. melanogaster y H. sapiens (Lagos-Quintana et al. 2001; Lau et 

al. 2001; Lee et al. 2001). El descubrimiento fue reportado de manera simultánea por 

los tres grupos de trabajo en la revista Science en el año 2001 y a estos RNAs 

pequeños se les conoce desde entonces como microRNAs. 

A más de 25 años del descubrimiento del primer microRNA, actualmente 

sabemos que la forma en que los microRNAs regulan la expresión génica está 

altamente conservada; que alteraciones en sus secuencias, o en las proteínas 

responsables de su biogénesis, dan lugar a defectos en el metabolismo; y que su 

ausencia, o sobre-expresión, correlaciona, o es causante, de muchas enfermedades. 

La avalancha de publicaciones que han revelado los mecanismos y función de los 

microRNAs, ha ido de la mano de la generación de nuevas tecnologías que han 

permitido estudiarlos individualmente o en su conjunto, bajo diversas condiciones 

experimentales. Esto ha dado como resultado conocimiento que es empleado en la 

clínica actualmente, ya que la detección de la presencia de uno, o múltiples 

microRNAs puedan correlacionarse con la aparición de diversas enfermedades en 

humanos (Janssen et al. 2013; Lares et al. 2010; van Rooij et al. 2012). 

 

¿Qué son y cómo funcionan los microRNAs? 

Los microRNAs son RNAs cuyo tamaño oscila entre los 21–23 nucleótidos (nt) en 

su forma madura que regulan la expresión génica en varios niveles. Dependiendo 

del tipo de especie del que se trate, los microRNAs pueden funcionar en el 

citoplasma, inhibiendo la traducción de mRNAs o, por el contrario, pueden actuar 

en el núcleo de la célula, regulando la transcripción (Leung A. 2015; Roberts T. 

2014). 
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En animales, el mecanismo más estudiado por el que los microRNAs actúan es 

hibridándose parcialmente a los mRNAs en sus regiones 3-UTR, dando como 

resultado la atenuación de la traducción por mecanismos no del todo entendidos 

(Lewis et al. 2005). En plantas, el mecanismo de función de los microRNAs 

principal es hibridándose perfectamente a sus mRNAs blancos e impidiendo su 

traducción por medio de un corte endonucleolítico (Schwab et al. 2005).  

Actualmente se sabe que existen microRNAs en las especies en las que se han 

detectado. En humanos, por ejemplo, la cantidad de microRNAs encontrados 

sobrepasa las 2000 secuencias distintas; algunos de ellos están conservados, 

aunque algunos otros han sido postulados como microRNAs “especie-específica” 

ya que sus secuencias, o la de sus moléculas precursoras, no se han encontrado en 

otros primates. El que existan tantos microRNAs distintos presenta un reto 

importante para el estudio de su función en animales: dado que estos se hibridan 

parcialmente a sus mRNAs blanco, ante la vasta cantidad de RNAs con secuencias 

distintas, teóricamente un microRNA podría regular a muchos mRNAs. Se estima, 

por ejemplo, que cada microRNA puede regular a cientos de blancos, y que cada 

uno de estos, en teoría podría ser regulado por más de un microRNA; lo cual ha 

llevado al cuestionamiento sobre qué es lo que convierte a un mRNA en un 

“blanco verdadero” a un nivel de regulación muy complejo.  

 

Biogénesis de microRNAs 

La biogénesis de los microRNAs comienza en el núcleo con la transcripción del 

RNA por medio de la RNA polimerasa tipo II (RNA pol II). El RNA recién 

transcrito que da lugar al microRNA conocido como microRNA primario (pri-

microRNA). El pri-miRNA puede tener más de 1,000 nt, tiene un cap en el extremo 

5′ y cola de poli-A en el extremo 3′, tal y como si fuera un mRNA (Lee et al. 2002). 

Cerca del 40% de las secuencias de microRNAs caen dentro de intrones o exones; 

por ello, su transcripción usualmente es regulada junto con la de los genes que los 

albergan. Los microRNAs se encuentran presentes en casi todos los organismos 

eucariontes y se derivan de distintos RNAs más largos, como intrones o de RNAs 

largos no codificantes (lncRNAs) (Cai et al. 2004; Lee et al. 2007). También 

provienen de elementos como exones o incluso pueden ser transcritos como 

clústeres, los cuales incluyen varias moléculas precursoras para distintos 

microRNAs (O’Brien et al. 2018). Sin embargo la biogénesis y el mecanismo de 

acción puede variar entre los grupos evolutivos más grandes; por ejemplo, se 

conoce que la producción de microRNAs maduros en plantas involucra el 

procesamiento de por lo menos tres moléculas precursoras del microRNA 
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(Kurihara et al. 2004), mientras que en animales únicamente existen dos moléculas 

precursoras.  

Una característica primordial de los pri-microRNAs es que la secuencia que 

contenga al microRNA forma una estructura de tallo y asa. De tal manera que esta 

estructura sea reconocida posteriormente por un complejo multi-protéico, 

compuesto principalmente por las proteínas DGCR8 y Drosha, que toman como 

sustrato al pri-microRNA para procesarlo a un precursor de menor tamaño. El 

procesamiento de los pri-microRNAs en el núcleo se conoce con gran detalle. Por 

ejemplo, DGCR8 tiene múltiples dominios que ayudan en el reconocimiento del 

pri-miRNA como sustrato del complejo microprocesador. El dominio C-terminal 

de DGCR8 proporciona la estabilidad y la unión con Drosha (Nguyen et al. 2015), 

el dominio de unión a RNA de doble hebra interactúa con el pri-miRNA para 

incrementar la actividad enzimática del microprocesador (Quick-Cleveland et al. 

2014) y el dominio Rhed  asegura la precisión del procesamiento y mejora la 

eficiencia (Roth et al. 2013). Drosha es una RNasa de tipo III que funciona como un 

centro procesador compuesto por dos dominios de RNAsa III: RIIIDa y RIIDb 

(Kwon et al. 2016). El dominio RIIIDa corta el extremo 3′ del tallo del pri-miRNA 

mientras que RIIIDb corta el extremo 5′ del mismo. El resultado de este 

procesamiento es un RNA de aproximadamente 60–75 nt denominado precursor 

del microRNA (pre-miRNA), mismo que incluye dos nt sobresalientes en el 

extremo 3′, lo cual es una característica del corte de una RNAsa tipo III (Han et al. 

2004) (Figura 1). 
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El pre-miRNA se exporta del núcleo al citoplasma por medio de un mecanismo 

de transporte activo mediado por la exportina 5 (XPO5) y dependiente de la 

hidrólisis de GTP mediado por la GTPasa Ran (Yi et al. 2003). Una vez en el 

citoplasma, el pre-miRNA se convierte en sustrato de Dicer (Macrae et al. 2006). 

Dicer es otra RNAsa tipo III que actúa en asociación con otra proteína 

citoplasmática de unión a RNA, TRBP, para reconocer al pre-miRNA y cortarlo. El 

dominio Platform PAZ Connector (PPC) de Dicer contiene los sitios de 

reconocimiento para el extremo 5′ y 3′ del microRNA. El reconocimiento de los 

extremos del pre-miRNA hace posible que su centro de procesamiento corte el tallo 

del pre-miRNA a partir de los nt sobresalientes del extremo 3′ y desde el fosfato 

del extremo 5′ (Park et al. 2011). Se sabe que el primer paso del reconocimiento de 

Dicer ocurre en el extremo 3′ del pre-miRNA y que los nt que se encuentran 

sobresalientes influyen en la selección y precisión del corte de Dicer (Flores-Jasso et 

al. 2009). 

El producto del corte de Dicer origina un dúplex de RNA de aproximadamente 

22 nt. En el último paso de la biogénesis, una de las dos hebras del dúplex 

resultante, la hebra guía, es anclada dentro de alguna proteína de la familia 

Argonauta (Ago) para funcionar como microRNA maduro, mientras que la otra 

hebra, la hebra pasajera, se disocia y posteriormente es degradada (Figura 1) 

(Hutvágner et al. 2001). 
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El complejo RISC 

Es común encontrar en la literatura que los microRNAs son muy importantes para 

el metabolismo de una célula, tejido u organismo. Sin embargo, por sí solos no 

tienen una función celular, ya que son rápidamente degradados por RNasas 

celulares (Aryani et al. 2015). Por ello, es importante puntualizar que los 

microRNAs participan en la regulación de la expresión génica y primordialmente 

funcionan como guías de las proteínas Ago a las que se encuentran unidos. De tal 

manera que el silenciamiento de mRNAs previo a su traducción es iniciado por la 

presencia de alguna de las proteínas Ago, unida al extremo 3-UTR del mRNA. 

Estudios pioneros del campo reportaron que la presencia de proteína efectora del 

silenciamiento Ago2 es suficiente para lograr un silenciamiento, 

independientemente de su unión al microRNA (Pillai et al. 2004). 

Al complejo de microRNA guía que permanece en asociación con Ago, se le 

conoce como complejo RISC (del inglés, RNA Induced Silencing Complex). Las 

proteínas Argonauta están  constituidas por cuatro dominios estructurales que 

cumplen ciertas funciones en la asociación con los microRNAs. Los dominios MID 

y PIWI forman un sitio de anclaje en donde los aminoácidos pueden interactuar 

con el esqueleto de azúcar y fosfato del microRNA, de tal manera que el extremo 5′ 

de la hebra guía del microRNA queda anclado en este sitio (Höck et al. 2008). En 

animales el posicionamiento de la hebra guía en el sitio de unión del dominio MID 

y el dominio PIWI provoca un acomodo de forma helicoidal en los nucleótidos que 

componen la región semilla (posiciones 2-8 del microRNA guía), haciendo posible 

la interacción con el mRNA blanco (Swarts et al. 2014). El dominio PIWI cobra 

mayor importancia en Argonautas que tienen función catalítica, como Ago2 de 

humano, ya que este está constituido además por el motivo DEDX, en donde X 

usualmente se refiere a ácido aspártico o histidina —motivo que le otorga 

capacidad a algunos Argonautas de actuar como si fuera una RNAsa-H (Swarts et 

al. 2014). 

El dominio PAZ se une al extremo 3′ del microRNA por medio de interacciones 

con el esqueleto de azúcar y fosfato de las últimas bases del microRNA; aunque 

esta unión no es esencial para la interacción con el mRNA blanco (Wang et al 

2008), le otorga estabilidad al microRNA protegiéndolo de enzimas que puedan 

degradarlo (Hur et al. 2013). Este último punto es muy importante para explicar la 

conservación de los microRNA en animales, especialmente en mamíferos. A pesar 

de que su tamaño oscila entre 21–23 nt, la región conservada comprende 

típicamente las posiciones 2–8 o 2–9 de los microRNAs guía; las posiciones 10–22 

no están conservados, ni entre familias de microRNAs dentro de una misma 

especie, ni entre especies. La explicación mecanística de este fenómeno vino de 
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estudios bioquímicos donde se pudo medir la afinidad que tienen las diferentes 

regiones de un microRNA con sus mRNA blancos. Por medio de experimentos de 

binding se descubrió que las posiciones 13 en adelante del microRNA guía tienen 

poca o nula participación tanto en la unión, como en la catálisis, del corte de 

mRNA mediado por Ago2. Por lo que el modelo actual de la función del complejo 

RISC propone a los dos extremos del microRNA, 5 y 3, firmemente anclados al 

MID y PAZ, respectivamente (Tomari et al. 2004). De esta manera la posición 1 del 

microRNA guía, al estar anclada por medio de su fosfato al dominio MID, no 

participa en la unión con el mRNA blanco; la región que muestra conservación 

entre familias y especies, que comprende las posiciones 2–8, se le conoce 

comúnmente como región semilla (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los microRNAs y sus RNAs blanco 

Posterior a la formación del complejo RISC, el microRNA está listo para hibridarse 

a un RNA. A pesar de que es comúnmente encontrado en la literatura que los 

microRNAs silencian la traducción de mRNAs, sus RNAs blanco no solamente 

comprenden mensajeros. Básicamente, RISC puede hibridarse a cualquier RNA 

que se encuentre accesible y cuya secuencia sea complementaria a la región semilla 

(Agarwal et al. 2015). Sin embargo, solamente los microRNAs que estén unidos a 

las regiones 3-UTR tienen función sobre el silenciamiento de los mRNAs a los que 

se encuentra unidos (Agarwal et al. 2015).  

Probablemente uno de los aspectos más fascinantes del RISC es la cantidad de 

nucleótidos con los que la hebra guía hibrida con los RNAs blanco (Bartel, 2018). A 

pesar de contar con 6–7 nt para su unión, la región semilla en el microRNA guía es 

altamente específica y tiene una gran afinidad por el RNA al que se encuentra 
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unido (1–10 pmolar) (Wee et al. 2012). Esto tiene varias implicaciones bioquímicas 

que ayudan a comprender mejor la función biológica de los microRNAs. 

Probablemente la más importante de mencionar es que la proteína Argonauta pre-

ordena la conformación del microRNA de hebra sencilla, a una forma hélice alfa, lo 

cual predispone a la secuencia en las posiciones 2–8 a unirse a algún RNA 

complementario, dando lugar de esta manera a la región semilla (Wee et al. 2012; 

Schirle et al. 2014). 

De la explicación mecanística anterior, es fácil imaginar que un RISC tiene la 

capacidad de unirse prácticamente a cualquier RNA complementario. Lo cual lleva 

a preguntar, entonces ¿qué hace a un RNA ser un blanco de un microRNA? La 

respuesta a esta pregunta no es sencilla. Inicialmente se pensaba que los únicos 

RNA blanco de los microRNAs eran mRNA dispuestos a ser traducidos. Sin 

embargo, con el paso de los años y después de muchos años de investigación, se ha 

encontrado que hay varios tipos de RNAs que también podrían ser blancos de 

microRNAs, como lncRNAs, tRNAs, rRNA. Muchos de estos otros tipos de RNAs, 

diferentes a mRNAs codificantes, inclusive se han propuesto como inhibidores o 

esponjas de microRNAs, de tal manera que su alta abundancia celular compite con 

los mRNA blanco, y estos últimos se traducen. A esta explicación se le conoce 

como la “hipótesis ceRNA” (del inglés, Competitive Endogenous RNAs) (Chitwood et 

al. 2007; Ebert et al. 2007; Seitz, 2009). 

El modelo actual sobre la función reguladora del silenciamiento de mRNAs 

mediado por microRNAs  se muestra en la Figura 3. Un microRNA, cargado en un 

RISC, puede hibridarse a muchos mensajeros (Figura 3A); cada mRNA tiene 

diversos sitios de unión a diversos microRNAs (Figura 3B), cada uno con 

secuencias y abundancias diferentes (Ulhman S, et al. 2012). La estimación actual es 

que aproximadamente 60–70% de los mRNA producto de la transcripción de los 

genes del genoma humano están bajo regulación mediada por microRNAs 

(Catalanotto et al. 2016; Friedman et al. 2009). 
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Por la intricada red de regulación mediada por los microRNAs, es de esperarse 

que dentro de los blancos de estos haya mRNAs correspondientes a genes 

importantes en el desarrollo y metabolismo. Por lo que la desregulación de 

microRNAs está asociada a distintas patologías, y por ello se ha propuesto que 

algunos podrían funcionar como posibles oncogenes. Por ejemplo, miR-17 se ha 

propuesto como bio-marcador para cáncer, además de ser blanco potencial para el 

desarrollo de terapias basadas en RNA (Janssen et al. 2013; Ventura et al. 2008). 

 

Biogénesis alternativas de microRNAs 

Además de la biogénesis canónica explicada anteriormente, también existen 

variantes de esta que dan lugar a microRNAs maduros funcionales. Por ejemplo, 

los miRtrons son microRNAs que se derivan de fragmentos de RNA productos del 

splicesosoma y provenientes de intrones. Estos fragmentos de tallo y asa no son 

cortados por el complejo micro-procesador sino por la maquinaria de splicing y son 

exportados directamente hacia el citoplasma por la XPO5. Una vez en el 

citoplasma, continúan con la vía canónica y se vuelven sustratos directos de Dicer 

para convertirse en microRNAs maduros (Figura 4A) (Havens et al. 2012). 

Otro ejemplo es el de miR-451, que tiene un proceso de maduración 

independiente de Dicer. Se ha reportado que después de ser recortado por el 

microprocesador, mir-451 es exportado al citoplasma, posiblemente por la XPO 5, 

una vez en el citoplasma mir-451 se asocia directamente con Ago2, la única Ago 

que tiene actividad catalítica en humano. Esta asociación resulta en el corte del asa 

que compone al mir-451. Posteriormente la ribonucleasa específica de poli-a 
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(PARN) se encarga de recortar los nucleótidos salientes del miR-451 en dirección 

3′-5′, hasta dejarlo con el tamaño típico de 22 nt de los miRNAs maduros (Figura 

4B) (Ha M, et al. 2014). 

Existe otra situación en la que la vía de maduración requiere de modificaciones 

extra para producir microRNAs funcionales. Por ejemplo, el microRNA let-7 

depende de una uridil transferasa terminal (TUTasa)  para poder ser procesado por 

Dicer. El procesamiento del pri-miRNA de let-7 deja como resultado un pre-

miRNA que únicamente tiene un nucleótido sobresaliente en su extremo 3′, esto 

dificulta que Dicer pueda reconocerlo como sustrato, y por lo tanto necesita de la 

adición de un uracilo en el extremo 3′ por medio de alguna TUTasa, para continuar 

con el proceso de maduración (Figura 4C)  (Ha M, et al. 2014). 

 

La base de datos de microRNAs: miRBase 

Para el registro y anotación de todos los microRNAs que se han descrito hasta la 

fecha, Sam Griffihts-Jones estableció miRBase en el año 2004; desde entonces 

alberga a todos los microRNAs de todas las especies de organismos en las que se 

han detectado microRNAs. Esta es la base de datos de microRNAs más grande que 

existe y cuenta con las secuencias de los microRNAs maduros reportadas como 

“canónicas”, además de las secuencias que pertenecen a sus formas de pre-
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miRNAs. En los primeros años de miRBase, la nomenclatura fue un tanto confusa 

debido a que se anotaban nuevos microRNAs sin tomar en cuenta que algunas 

secuencias ya existían en miRBase. Con el transcurso de versiones posteriores de 

miRBase, esto se ha reducido y ahora la anotación de microRNAs, contiene tanto 

secuencias originalmente denominadas como guías, hasta secuencias denominadas 

con un asterisco (hebra pasajera). Por ejemplo,  la estructura de tallo y asa del pre-

miRNA produce dos moléculas de microRNAs maduros de sus brazos (o hebras) 

opuestos. Para su nomenclatura, los microRNAs maduros provenientes del brazo 

que incluye el extremo 5′ se le añade la notación “5p”, mientras que para el brazo 

que incluye el extremo 3′ se le añade la notación “3p”; de tal forma que la notación 

queda de la siguiente manera: hsa-mir-128 es el pre-miRNA, su microRNA maduro 

proveniente del brazo 5′ del pre-miRNA es hsa-miR-128-5p, y la secuencia madura 

que proviene del brazo 3 es hsa-miR-128-3p (Griffith-Jones, et al. 2006). (Kozomara 

et al. 2019).  

La numeración de los microRNAs se basa en un nombre secuencial que incluye 

la identidad de la especie en la que fueron descritos. Por ejemplo, hsa-miR-10 se 

refiere al microRNA 10 descrito en la especie H. sapiens. La numeración también 

puede hacer evidente la relación funcional que pueden tener algunos microRNAs 

por ejemplo: hsa-miR-10 y mmu-miR-10 son microRNAs provenientes de genes 

ortólogos entre humanos y ratones. A los microRNAs parálogos, con diferencias de 

una o dos posiciones, se les otorgan letras secuenciales como sufijo, por ejemplo: 

hsa-miR-10a y hsa-miR-10b. Para las secuencias que provienen de distintas 

moléculas precursoras pero que dan como resultado una secuencia madura 

idéntica se les añade un sufijo numérico, por ejemplo: mmu-miR-281-1 y mmu-miR-

281-2. Por último, si se habla de la secuencia madura, el afijo “miR” se escribe con 

la letra mayúscula R, mientras que si se hace referencia a la molécula precursora, el 

afijo “mir” se escribe con minúscula. 

Las familias de microRNAs pueden incluir a aquellos que se encuentren 

relacionados evolutivamente, siempre y cuando sigan compartiendo las mismas 

características para elegir a sus mRNA blancos. Por otro lado, aquellos microRNAs 

que hayan divergido en estas características, no se consideran dentro de una 

misma familia aunque compartan un linaje evolutivo (Bartel, 2018). 
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Antecedentes 
 

Desde el descubrimiento de cientos de secuencias de microRNAs en plantas y 

animales en el año 2001, varios grupos de investigación se comenzaron a dar 

cuenta de que las secuencias que correspondían a un microRNA, no siempre tenían 

una secuencia uniforme, sino que tenían variaciones —principalmente en  el 

extremo 3 (Lagos-Quintana et al. 2001). Esta observación no tuvo mucha 

repercusión durante aquel tiempo debido a que el mero hallazgo de los 

microRNAs fue suficiente como para opacar sus variantes. Fue hasta varios años 

después, en 2008, que formalmente se describieron variaciones en las secuencias de 

los microRNAs con respecto a las secuencias que ya se tenían como referencia en 

sitios como miRBase. Se definió a estas variantes como isómeros de microRNAs, o 

simplemente “isomiRs”, y se comenzó a reflexionar acerca del origen de los 

mismos, relacionándolo a variaciones en el proceso de biogénesis de los 

microRNAs (Morin et al. 2008). 

El estudio de los isomiRs ha ido cobrando importancia a lo largo de los últimos 

diez años y principalmente ha estado ligado al metabolismo de los microRNAs, e 

incluso se han generado herramientas bioinformáticas  dedicadas únicamente a su 

análisis. Las técnicas de secuenciación masiva trajeron consigo la capacidad de 

caracterizar e identificar a microRNAs y a isomiRs. El hecho de que se encuentran 

en proporciones constantes en distintas fases del estadio de desarrollo de animales 

como D. melanogaster, sugirieron fuertemente que los isomiRs no son simplemente 

productos de degradación o errores de las técnicas de secuenciación masiva 

(Fernández-Valverde et al. 2010). Ensayos in vitro demostraron la capacidad 

funcional de los isomiRs, ya que son capaces de ensamblarse en RISC y de unirse a 

mRNA blancos (Tan G, et al. 2014).  

La creciente identificación y descripción de nuevos isomiRs para cada 

microRNA promovió la creación de repositorios de acceso libre que permitieran el 

almacenamiento y logística de esta nueva información. Un ejemplo es el 

repositorio IsomiR-bank, el cual alberga más de 308,000 isomiRs provenientes de 

4,000 familias de microRNAs de ocho especies diferentes (Zhang et al. 2016). 

Además, se crearon diversas herramientas bioinformáticas que se especializan en 

el análisis y reporte de isomiRs como las antes mencionadas isomiR-SEA o isomiR-

ID (Amsel et al. 2017). Gracias a ello, existen reportes en los que se ha identificado 

que los isomiRs pueden expresarse de manera diferencial entre tejidos, y también 

que esto correlaciona en diversas condiciones patológicas (Guo et al. 2016). Existen 

estudios bioinformáticos en los que se ha podido distinguir distintos tipos de 

cáncer a partir del análisis de presencia y ausencia de isomiRs (Telonis et al. 2017); 
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usando esta información se pudieron construir perfiles de isomiRs que distinguen 

entre varios subtipos de cáncer de mama (Lan et al. 2018).   

 

Tipos de isomiRs  

Los isomiRs que están constituidos básicamente por adiciones, deleciones o 

variaciones de secuencia. De acuerdo con la ubicación de la modificación de la 

secuencia que hace diferente al isomiR con respecto su microRNA anotado en 

miRBase, los isomiRs se han clasificado en tres tipos: isomiRs 5′, isomiRs 

polimórficos, e isomiRs 3′ (Lan et al. 2018). 

Los isomiRs 5′ (Figura 5A) son aquellos en los que el extremo 5′ del microRNA 

es diferente con respecto al microRNA anotado en miRBase. Estos cambios se 

deben a adiciones o eliminaciones de algunos nucleótidos. Puesto que la región 

semilla del microRNA se encuentra constituida por los nt del 2 al 8, es posible que 

algunos isomiRs 5′ modifiquen dicha región y por lo tanto, esto pueda ocasionar 

que se pierda la afinidad por su mRNA blanco y que además puedan hibridarse y 

regular otros mRNA distintos (Chin T, et al 2014). 

Los isomiRs polimórficos  (Figura 5B),  están constituidos por aquellas 

variaciones que se encuentran dentro del cuerpo de la secuencia del microRNA. 

Este tipo de isomiRs se ha descrito como una de las formas más raras e inusuales 

de encontrar y dependiendo de la cercanía de la modificación con la región semilla, 

este puede alterar los mRNA blanco contra los que tiene complementariedad 

(Neilsen et al. 2012). 

Los isomiRs 3′ (Figura 5C), dan origen a fenómenos denominados “trimming” 

o “tailing”. El “trimming” ocurre cuando la secuencia original del microRNA es 

recortada en su extremo 3′ dando como resultado isoformas de secuencias más 

cortas. Por ejemplo, cortes imprecisos de Dicer podrían ser una causa de que 

existan isomiRs más cortos en el extremo 3′. El proceso de “tailing” consta de la 

adición de nucleótidos al extremo 3′ y estos puede ser de dos tipos: 1) si los 

nucleótidos añadidos coinciden con la secuencia del pre-microRNA, se dice que es 

una modificación “templated" (o con molde), ya que hace referencia a que el isomiR 

conserva la secuencia original del molde del microRNA, en este caso el pre-

microRNA. Los isomiRs que tienen adiciones que no corresponden con la 

secuencia molde de las moléculas precursoras reciben el nombre de adiciones 

“non-templated”, haciendo referencia a que las bases que se integran a la molécula 

del microRNA no coinciden con la secuencia molde de los precursores antes de 

pasar por los recortes de maduración, y son por lo tanto, resultado de tailing. 
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Las adiciones más comunes están representadas por adenilaciones (adiciones 

de adenina) y uridilaciones (adiciones de uracilo) en el extremo 3′ del isomiR. 

También se conoce que su abundancia es tejido específica y pueden variar 

dependiendo de los estadios de desarrollo y condiciones patológicas (Wyman S. et 

al. 2011).  

Generación de isomiRs 
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Existen diversos mecanismos que pueden generar isomiRs. Estos pueden estar 

relacionados con algunas enzimas que también están involucradas en el proceso de 

biogénesis de los microRNAs, o también por proteínas que aparentemente no 

participan en el proceso canónico de maduración de microRNAs, pero si en la 

formación de isomiRs.  Por ejemplo, existe evidencia que sugiere que cambios en la 

secuencia interna de algunos microRNAs pueden generar motivos que ocasionen 

abultamientos en la estructura del pre-microRNA y al momento de encontrarse 

con Dicer, se produce un corte impreciso y como consecuencia se formen isomiRs 

(Ma et al. 2016).  

El mecanismo que utilizan Dicer y Drosha para procesar sus RNAs sustrato se 

basa en el reconocimiento de la estructura secundaria de las moléculas de tallo y 

asa (Li et al. 2016). A pesar de ser un corte preciso, la topología o estructura 

secundaria de cada molécula de RNA puede variar ligeramente, lo que ocasiona 

que ambas RNasas pueden generar cortes imprecisos y por consecuente, generar 

isomiRs en los extremos 5′ o 3′ (Figura 6). 

Las adiciones non-templated se originan de interacciones del microRNA con 

algunas enzimas que se encargan de agregar distintos nucleótidos. Esto también es 

causa de que dichas adiciones puedan contribuir con la estabilidad y vida media 

del microRNA (Katoh T. et al. 2009). Un ejemplo específico de este mecanismo es el 

de hsa-miR-21 en el cual la adenilación por parte de la PAPD5 ocasiona que el 

microRNA sea degradado (Boele J. et al. 2014). Se ha reportado que PAPD4 

provoca la mono-adenilación de miR-122 en tejido hepático en murinos, 

aumentando así su estabilidad (Burns D. et al. 2011). 

La uridilación también está relacionada con procesos que pueden alterar la 

función de los microRNAs.  Por ejemplo, la uridilación de miR-26b en humano está 

mediada por la TUT4, y esto reduce la represión de sus mRNA blancos (Jones M. et 

al 2009); además de que funciona como una marca para la degradación de varios 

microRNAs durante la activación de células T del sistema inmunológico 

(Gutierrez-Vázques C. et al 2017). 
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El análisis bioinformático de los microRNAs y su influencia en el estudio de los 

isomiRs 

Desde que comenzó el estudio molecular de los microRNAs, fue evidente que las 

secuencias que dan lugar a sus formas maduras de usualmente llevan consigo 

cambios de tamaño (Lagos-Quintana et al. 2001). Las herramientas que se tuvieron 

disponibles para estudiar los microRNAs, típicamente contemplaban alguna forma 

de radioisótopos y sondas que los reconocieran por medio de complementariedad. 

Con el auge de la  secuenciación masiva y las grandes cantidades de datos que se 

podían obtener de las bibliotecas que se secuenciaron, surgieron nuevas 

necesidades para poder procesar y hacer más fácil la interpretación de los 

resultados obtenidos. Las herramientas bioinformáticas y bases de datos en línea 

llegaron a cumplir objetivos simples, y poco a poco se han transformado y 

especializado de acuerdo a las necesidades de las preguntas de investigación. 

El descubrimiento de los microRNAs, en conjunto con las innovaciones 

tecnológicas (como las técnicas de secuenciación masiva), trajeron consigo una 

nueva manera de identificar y estudiar  la gran diversidad de estos RNAs 

pequeños y a su vez dieron paso al desarrollo de herramientas bioinformáticas que 

son capaces de almacenar y organizar a los microRNAs en  bases de datos 

disponibles para todo el mundo e incluso son capaces de predecir los posibles 

blancos que los microRNAs pudieran tener en el genoma. 
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Existen distintas herramientas que se encargan de identificar y de caracterizar 

a los isomiRs. Con el fin de poder ordenar y de hacer más accesibles las 

herramientas bioinformáticas, han surgido sitios web como tools4miRs, que 

ayudan a gestionar y comparar las distintas herramientas, ponderando su grado de 

complejidad de conocimiento informático necesario para operarlas, mostrando 

también sus ventajas y desventajas (Lukasik et al. 2016). Algunos estudios se han 

enfocado en realizar comparaciones entre las distintas herramientas 

bioinformáticas que se encargan de identificar isomiRs, por ejemplo, se conoce que 

una de las herramientas más famosas, isomiR-SEA únicamente tiene una 

sensibilidad del 25% al 30% para identificar isomiRs en donde la región semilla fue 

mutada. También se conoce que isomiRID, otra herramienta que soporta la 

identificación de isomiRs de diferentes grupos de animales, tiene la mayor tasa de 

reconocimiento de isomiRs, pero solamente representando una mutación a la vez 

(Amsel et al. 2017). Por ello, actualmente sería difícil imaginar el estudio de 

isomiRs, con sus microRNAs y familias de los mismos, sin el apoyo de 

herramientas computacionales. 
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Planteamiento del problema 

A pesar de que existen trabajos en los que se ha reportado la importancia biológica 

del estudio de los isomiRs, un porcentaje muy pequeño de la literatura enfocada en 

el estudio de los microRNAs describe o analiza el contenido o participación de 

isomiRs. Esto puede explicarse debido a que la manera actual de evaluar la 

presencia o ausencia de microRNAs obedece tendencias en la investigación que 

facilitan su estudio y en algunos casos están dirigidas por tendencias comerciales. 

El caso más común es, por ejemplo, el uso de sondas para realizar ensayos de qRT-

PCR. Estos ensayos con sondas comerciales, a pesar de ser bastante eficaces y 

poder diferenciar con alta precisión secuencias entre microRNAs muy parecidos, 

están dirigidos únicamente a las secuencias de referencia de miRBase y esto puede 

ocasionar la pérdida, o el sesgo de información importante acerca la abundancia de 

isomiRs. 

Como se mencionó anteriormente, existen estudios que demuestran que en 

ocasiones el cambio en la expresión diferencial está dado en los isomiRs, y que las 

secuencias detectadas, ya sea por RT-qPCR o microarreglos correspondientes al 

microRNA de referencia reportado en miRBase permanece constante (Pillman et al. 

2019). Por análisis hechos en nuestro laboratorio acerca de la abundancia y 

presencia de microRNAs y sus isomiRs, hemos identificado que algunos de estos 

últimos pueden ser inclusive más abundantes que las secuencias de referencia de 

microRNAs en miRBase. Esta observación nos lleva a preguntar si el que haya 

isomiRs más abundantes que sus microRNAs de referencia es consecuencia de un 

fenómeno aislado para algunas muestras y algunos isomiRs, o si en realidad es 

algo más generalizado y más bien depende del tipo de muestra, o estado celular 

que dio origen a esa muestra biológica. 

Desafortunadamente, esta pregunta no puede contestarse hasta el momento 

con las herramientas computacionales y los despliegues de información que 

abordan la abundancia de isomiRs. Esto es debido a que en todos los estudios 

donde se ha puesto de manifiesto la importancia funcional y biológica de los 

isomiRs, se considera a grupos de estos con respecto a un solo microRNA, y se 

escogen algunos ejemplos que correlacionan con algún fenómeno biológico. Por 

ejemplo, en la Figura 7, tomada de Pillman et al. 2019, se muestra cómo el análisis 

de isomiRs de un solo microRNA cambia con respecto a su secuencia de referencia. 

Sin embargo, se dice poco o nada de cómo están representados todos los demás 

microRNAs con respecto a sus isomiRs. 
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Esto claramente dificulta el poder entender el alcance e importancia funcional que 

tiene la abundancia de isomiRs en comparación con sus respectivas secuencias de 

microRNAs de referencia provenientes de miRBase. Por ello, para poder comenzar 

a tener un mejor entendimiento de los cambios de proporción entre cada 

microRNA y sus isomiRs, es necesario contar con representaciones gráficas y 

análisis entre la relación que existen entre ambos para tener mejor comprensión de 

su variabilidad, así como su funcionalidad en diferentes contextos biológicos y 

condiciones experimentales. El estudio actual de isomiRs considera a cada 

secuencia como una entidad independiente  y únicamente se encarga de reportar la 

abundancia aislada de cada secuencia. Aunque existen diversas herramientas 

informáticas que están diseñadas para identificar y cuantificar isomiRs, no existe 

ninguna que permita determinar el panorama completo de isomiRs de cada 

microRNA cuantitativamente y que además permita comparar los resultados 

obtenidos con los de otras muestras. 
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Evidentemente, el estudio preciso de las isoformas de microRNAs no puede 

hacerse sistemáticamente sin el uso de la bioinformática de datos provenientes de 

secuenciación masiva. Esta tecnología es hasta el momento la herramienta más 

poderosa que existe para hacer análisis puntuales de secuencias de RNAs 

pequeños y además permite observar el panorama general de un conjunto diverso 

de secuencias, lo cual facilita su clasificación para posteriormente poder dar una 

interpretación científica. Otras herramientas, ampliamente usadas en el estudio de 

la abundancia de los microRNAs (por ejemplo, ensayos de RT-PCR en tiempo 

real), no tienen esta versatilidad. Esto es debido a que las sondas son diseñadas 

para la identificación de la secuencia de referencia de miRBase y es posible que 

esta sonda no pueda detectar a los isomiRs más abundantes (Pillman et al. 2019) lo 

que puede traer como resultado interpretaciones erróneas acerca de la homeostasis 

de microRNAs 

Por esto, es necesario el desarrollo de una manera de poder estudiar a los 

microRNAs en conjunto y a cada uno de sus isomiRs. Al tratar de comprender la 

heterogeneidad en las secuencias de los microRNAs revelando las proporciones de 

las poblaciones de isomiRs, es posible que podamos hacer una inferencia sobre su 

origen y su participación en la vía metabólica de los microRNAs. 
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Objetivo general 

Desarrollar un método computacional que permita cuantificar el panorama 

completo de isomiRs con respecto a la secuencia más representada por cada 

microRNA de distintas bases de datos de secuenciación masiva de RNAs 

pequeños. 

 

Objetivos específicos 

1. Obtener la anotación de microRNAs de distintas bases de datos provenientes de 

diferentes muestras biológicas. 

2. Desarrollar una herramienta bioinformática que permita representar de forma 

cuantitativa el contenido de microRNAs y el panorama completo de isomiRs. 

3. Utilizar la herramienta para obtener información acerca del contenido de 

isomiRs de diferentes bases de datos relacionadas con estudios exploratorios de 

secuenciación masiva de RNAs pequeños. 
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Métodos 

 

Selección de las bibliotecas públicas 

Para la selección de las bibliotecas que se utilizaron en este estudio, se consultó 

Gene Expression Omnibus (GEO), en la sección de secuenciación de RNAs 

pequeños (sRNA-seq). Las bibliotecas elegidas provienen de diversas muestras 

biológicas (Tabla 1) y fueron generadas con sistemas de secuenciación masiva de 

Illumina, específicamente con el protocolo de secuenciación single end. Para las 

bases de datos de muestras de tejidos, se incluyeron los grupos control y para las 

derivadas de líneas celulares, se eligieron experimentos relacionados con la 

biogénesis de los microRNAs (Tabla 1). 

 

Las bases de datos en formato FASTQ se descargaron del European Nucleotide 

Archive (ENA). 

 

Tabla 1. Descripción general de las bibliotecas que se utilizaron en este estudio. 

 

 

Especie 
Tejido o línea 

celular 

Kit de 
construcción 
de bibliotecas 

Experimento Muestra Referencia 

Homo 
sapiens 

Tejido renal 1 

 

TruSeq Small 
RNA Sample 

Prep kit 
(Illumina) 

SRX1274995 SRR2487699 Nientiedt et 
al. 2016 Tejido renal 2 SRX1274995 SRR2487698 

HCT116 WT SRX1589539 SRR3174964 

 

Kim et al. 
2016 

HCT116 
Drosha KO 

SRX1589538 SRR3174963 

HCT116  

Dicer KO 
SRX1589543 SRR3174968 

HCT116  

XPO55 KO 
SRX1589541 SRR3174966 

Tejido 
neuronal 

NEBNext 
Small RNA 

Library Prep 
Set (Illumina) 

SRX5551137 SRR8760619  

ENCODE 
2012 

Mus 
musculus 

Tejido 
hepático 

SRX3322458 SRR6213580 
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La secuencia del adaptador 3′ para las bibliotecas generadas con Illumina TruSeq 

Small RNA Sample Prep kit es 5′–TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG–3′. Mientras 

que el adaptador 3′ para las bibliotecas generadas con Illumina NEBNext Small 

RNA Library Prep es:   

5′–AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC–3′. 

Pre-procesamiento de las bibliotecas 

Las bibliotecas descargadas del ENA requieren de un pre-procesamiento antes de 

realizar el análisis del contenido de microRNAs. Este procesamiento previo al 

análisis consiste en 1) Realizar el control de calidad del llamado de base por 

posición en la secuencia y 2) remover los adaptadores 3′ que se agregaron en la 

construcción de la biblioteca. Todos los programas fueron utilizados desde la línea 

de comando de la terminal del sistema operativo de distribución libre Bunsen 

Labs. 

 

Control de calidad del llamado de base 

El control de calidad del llamado de base sirve para conocer la calidad de la 

identidad de los nt por posición de las secuencias que se encuentran en la base de 

datos. 

Para consultar  la calidad del llamado de base por posición de las secuencias de los 

datos crudos de cada biblioteca, se utilizó FastQC v.0.11.6, (Andrews S, 2010). 

 

Corte de adaptadores y eliminación de secuencias de baja calidad 

Para remover los adaptadores 3′ de las secuencias de cada biblioteca, se utilizó 

Cutadapt v.1.16, (Martin M, 2011) con las siguientes instrucciones: 

$ cutadapt –a adapter_sequence –m 18 -- discard-untrimed –o out.fastq  in.fastq 

En donde: 

- a: Secuencia del adaptador 3′. 

- m: Longitud mínima permitida de las secuencias. 

- discard-untrimmed: Sólo conserva aquellas secuencias a las que se les 

recortó el adaptador. 

- o: Archivo de salida. 
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- in.fastq: Archivo de entrada. 

-q: 20: Sólo conserva aquellas secuencias que tengan una calidad superior a 

20 en la escala de phred. 

 

Anotación de microRNAs 

Una vez que los datos crudos de las bibliotecas fueron pre-procesados, se realizó la 

anotación de los microRNAs de cada una. Para la anotación de microRNAs  se 

utilizó el programa Unitas v.1.4.6 (Gebert et al. 2017) con las siguientes 

instrucciones: 

$ perl unitas_v.1.4.6 –input in.fastq –tail 4 –species species_name 

En donde: 

- input: Base de datos pre-procesada con Cutadapt. 

- tail 4: Número máximo de nucleótidos adicionales permitido. 

- species: Nombre de la especie que corresponde a la base de datos Ej. 

Homo_sapiens. 

Normalización de las lecturas totales 

Unitas genera la anotación de microRNAs y registra las lecturas totales de cada 

microRNA en cada biblioteca y las organiza como lecturas por microRNA (RPmiR 

del inglés Reads Per MicroRNA). Para poder realizar una comparación entre la 

abundancia de un microRNA entre muestras, es necesario normalizar las lecturas. 

Para normalizar las lecturas totales de las bibliotecas en este estudio, realizamos la 

transformación de lecturas totales a lecturas por millón (RPM del inglés Reads Per 

Million). La transformación se realiza dividiendo las lecturas totales de cada 

microRNA entre las lecturas totales mapeadas en toda la base de datos y 

multiplicando el resultado por un millón. 

Análisis estadístico 

Para determinar la correlación entre las proporciones de MAS obtenidas por el 

isomiR-index, se utilizó el coeficiente de Spearman, la prueba se realizó con un 

valor de p ≤ 0.0005, de dos colas y fue calculado por medio de GraphPad  Prism 

v.6.01. 
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Ordenamiento de secuencias para calcular el isomiR-index 

El isomiR-index utiliza como archivo de entrada la anotación de microRNAs 

creada por Unitas (Figura 9 A)  para generar el perfil de isomiRs. Además, isomiR-

index se encarga de ordenar primero las secuencias del perfil de acuerdo al 

microRNA (Figura 9 B), para posteriormente ordenar de mayor a menor de 

acuerdo al  número de lecturas por microRNA en la muestra (RPmiR) (Figura 9 C). 
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Resultados 

 

La motivación de la implementación del concepto de MAS,  y el propósito de la 

herramienta isomiR-index 

miRBase es el principal repositorio de referencia donde se recopila la información 

de microRNAs de diversas especies. Además, funge como la referencia para la 

búsqueda de microRNAs maduros y sus precursores (Kozomara et al. 2019). A 

pesar de ello, las secuencias de referencia contenidas miRBase no representan 

necesariamente a las más abundantes de cada muestra.  

Para ejemplificar esto, en la Figura 10, se muestra la captura de pantalla de 

miRBase para el microRNA hsa-let-7a-2. En esta figura, las lecturas individuales 

más abundantes que corresponden al hsa-let-7a-2-5p, producto de experimentos de 

secuenciación masiva, no necesariamente corresponden a la secuencia de 

referencia de miRBase (ver flechas negras). Esta situación prácticamente depende 

de cada microRNA, y posiblemente de cada muestra. 

En el ejemplo, la secuencia de referencia del microRNA hsa-let-7a-2 según 

miRbase es 5–GAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU–3, que tiene 4,041,019 cuentas 

(5.95 x103 rpm) (flechas negras); sin embargo, la secuencia individual más 

abundante es la carece de los 3 últimos nucleótidos,  y se tiene en el registro como: 

5–UGAGGUAGUAGGUUGUAUA–3, la cual tiene 8,951,657 cuentas (2.52 x104 

rpm) (flechas rojas). Además, muchas otras secuencias, que en este caso 

representarían también a los isomiRs de ese microRNA, tienen abundancias 

considerables. En este ejemplo, la secuencia más abundante no es idéntica a la 

referencia; situación que entorpece el estudio de los microRNAs porque es 

ambigua la definición y anotación de secuencias específicas de  microRNAs 

cuando muchas otras, inclusive de abundancias ampliamente diferentes, también 

podrían serlo. Dado que es ambiguo aún saber a priori si la secuencia de referencia 

corresponde además a la más abundante, sería razonable hacer un análisis 

simplemente desde la perspectiva de las secuencias más abundantes con respecto a 

las demás. 
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Por esta razón, diseñamos una herramienta computacional, isomiR-index, que 

permite analizar el panorama completo de isomiRs con respecto a la secuencia más 

abundante por microRNA en cada base de datos. Como primer paso identificamos 

a la secuencia más abundante del microRNA dentro de una muestra, 

independientemente de si corresponde o no a la secuencia de referencia reportada 

en miRBase, y la denominamos MAS (del inglés Most Abundant Sequence). Con 

excepción del MAS, los isomiRs representan la suma de la abundancia de lecturas 

de todas las secuencias detectadas correspondientes a un microRNA (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez  que se ordenan las secuencias del perfil de isomiRs, el script del 

isomiR-index selecciona la secuencia MAS y posteriormente realiza el cálculo de la 

abundancia en porcentaje de MAS y el restante de la fracción de isomiRs por cada 

microRNA contenido en la base de datos (Figura 12). Por lo tanto, el isomiR-index 

es el cálculo de la obtención de las proporciones de MAS vs el resto de las 

secuencias correspondientes a un microRNA dentro de una muestra. 
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Con esta sencilla representación ordenada es posible asignar un valor porcentual a 

la abundancia de la proporción de isomiRs que tiene un microRNA. Un 

acercamiento de este tipo no se ha reportado en la literatura hasta la fecha. Con la 

obtención del valor de MAS, será posible poder graficar todos los valores 

correspondientes dentro de una muestra y visualizarlos para tener una noción 

general de cuáles y cuántos microRNAs tienen un alto contenido porcentual de 

isomiRs. 

 

El isomiR-index es útil para comparar el contenido de isomiRs entre diferentes 

muestras 

Para poner a prueba la utilidad del cálculo de MAS a través del isomiR-index, 

ocupamos datos de secuenciación masiva de acceso público de microRNAs 

provenientes de la base de datos del Gene Expression Omnibus (GEO). 

Las primeras bibliotecas analizadas pertenecen a dos muestras independientes 

de tejido renal humano (Nientiedt et al. 2016). Con el resultado del análisis del 

isomiR-index,  se construyó una gráfica que representa el porcentaje del MAS y el 

porcentaje de la fracción de isomiRs para todos los microRNAs de la base de datos. 

Adicionalmente, se representa la abundancia en la misma gráfica categorizada 

conforme a la distribución de las lecturas por microRNA (reads per miR, RPmiR) en 

percentiles de la siguiente manera (Figura 13):  

microRNAs de abundancia baja, 0–25%; puntos en color gris  

microRNAs de abundancia media, 26–75%; puntos en color azul 

microRNAs de abundancia alta, 76–100%; puntos en color rojo 

 Los datos están presentados de tal manera que denotan el porcentaje de MAS; 

a medida que aumenta el porcentaje de MAS, los puntos se ubican hacia la 

izquierda (región en color verde). El porcentaje de isomiRs en cada muestra es el 

recíproco del MAS; a medida que aumenta la proporción de isomiRs, disminuye el 

de MAS (región en amarillo). Dado que por definición el conteo de isomiRs se hace 

a partir del MAS, conceptualmente no puede haber valores de MAS en cero, sin 

embargo sí es posible tener valores de 100 cuyo significado es que las secuencias de 

esos microRNAs son totalmente uniformes y no tienen variación en esa muestra. 

Del resultado del análisis de ambas bibliotecas de secuenciación es evidente 

que los porcentajes de MAS calculados a partir del isomiR-index son variados. 

Algo interesante es que parece haber una ligera tendencia de los microRNAs 

menos abundantes (gris) a tener mayor contenido de isomiRs, con respecto a los 

más abundantes. Sin embargo, los diez microRNAs más abundantes aún 
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conservan una distribución de MAS variada, del 40–100% de MAS. Esto sugiere 

que, a pesar de que el isomiR-index se calcula a partir de las abundancias de cada 

MAS y sus isomiRs, la abundancia global de cada microRNA no parece influenciar 

al isomiR-index. Es importante recalcar que ambas muestras provienen de 

individuos diferentes, y aun así el patrón de MAS en ambas gráficas es 

aparentemente similar (Figura 13A y 13B). 

 La similitud de la distribución de puntos en ambas gráficas brinda la 

oportunidad de comparar los porcentajes de MAS presentes en distintas muestras. 

Por ello, el siguiente paso fue comparar los índices del MAS de todos los 

microRNAs presentes en la muestra de tejido renal 1, con las contrapartes en la 

muestra de tejido renal 2 y calcular su correlación (Figura 14). El coeficiente de 

correlación de Spearman para los valores del porcentaje del MAS asignado a cada 

microRNA de cada muestra de tejido renal tiene una correlación alta entre ambas 

muestras (r = 0.9). Este resultado tiene varias implicaciones. Primero, indica que la 

frecuencia y abundancia los isomiRs para cada microRNA pueden usarse para 

comparar muestras entre sí, ya que tejidos de individuos independientes 

conservan una alta correlación; típicamente esto solo se había hecho comparando 

la abundancia total de los microRNAs en lecturas por millón (reads per million, 

RPM), pero no de sus isomiRs ni sus proporciones. Segundo, dada la alta 

correlación entre las muestras, se apoya la idea de que los isomiRs y sus 

abundancias no son mera casualidad o resultado de degradaciones; muestras 

independientes no tendrían por qué conservar proporciones con una alta 

correlación. 
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La abundancia de microRNAs dentro de una muestra es independiente de su 

porcentaje de MAS 

A pesar de que el isomiR-index ayuda a asignar valores a las proporciones de 

isomiRs y MAS dentro de una muestra basándose en la abundancia, el porcentaje 

de MAS no es impactado por el rango de abundancia de un microRNA vs algún 

otro. La figura 15 muestra un ejemplo que ilustra lo anterior. Si tomamos la 

correlación de MAS de las muestras de tejido renal de la figura 14 y extraemos los 

puntos correspondientes a uno de los cuadrantes, al graficar nuevamente su 

correlación pero esta vez tomando únicamente su abundancia se observa que los 

puntos con bajo porcentaje de MAS (cuadrante en amarillo) se redistribuyen de 

acuerdo a sus abundancias (Figura 15 A). Del modo inverso, cuando se grafican los 

microRNAs por su nivel de abundancia y se toman únicamente aquellos cuya 

abundancia es baja (Figura 15 B, cuadrante amarillo), al re-graficar dichos puntos 

con respecto a sus porcentajes de MAS, observamos que nuevamente se 
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redistribuyen. Esta demostración es importante debido a que de ella podemos 

concluir que el isomiR-index refleja cambios en las proporciones de cada 

microRNA vs sus isomiRs, pero no en la abundancia entre microRNAs dentro de la 

muestra; los colores asignados a cada punto pueden o no ser incluidos en la 

gráfica. 
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Las proporciones del MAS e isomiRs  son diferentes entre tejidos de diferentes 

especies 

Una vez comprobado que el cálculo de obtención de MAS mediante el isomiR-

index es útil para comparar muestras similares, decidimos preguntar si además 

sirve para discernir entre muestras cuya proporción de isomiRs no se espera que 

tengan alta correlación. Dado que los microRNAs son RNAs altamente 

conservados entre especies, se espera que haya una expresión similar en muchos 

de estos, aunque no necesariamente en el porcentaje de sus isomiRs. Además, ya 

que el isomiR-index es independiente de la abundancia de la expresión diferencial 

de microRNAs, las muestras por comparar deberían ser aquellas que cambien en 

su porcentaje de MAS. Por estas razones, decidimos usar muestras de tejido 

altamente especializados ya que la expresión de sus mRNAs regulables por 

microRNAs podría ser muy distinta, y abriría la oportunidad a que isomiRs 

funcionales reflejaran cambios en sus proporciones. Para este análisis buscamos 

muestras de estudios depositados en el ENCODE 2012 donde se reportaran 

experimentos de secuenciación masiva de microRNAs en tejidos altamente 

especializados, por ejemplo tejido neuronal y hepático. Por su grado de 

especialización, sería de esperarse que muchos de los mRNAs presentes, 

incluyendo microRNAs, fueran diferentes entre muestras. Por lo tanto quisimos 

preguntar si el contenido de isomiRs, representado por el porcentaje de MAS, es 

diferente si se comparan ambas muestras. Por otro lado, la diferencia entre 

muestras podría acentuarse si los microRNAs provienen de tejidos de diferentes 

especies, por lo que para este análisis comparamos los datos provenientes de 

neuronas de humano contra hígado de ratón. 

Al comparar los porcentajes de MAS de las muestras de humano vs ratón, 

obtuvimos un coeficiente de correlación de Spearman bajo (r = 0.05) (Figura 16), 

indicando que la proporción de  isomiRs de una muestra es diferente de la otra. 

Algo importante de señalar es que en tejido neuronal existe más uniformidad de 

secuencias en comparación con el hígado: los valores de 100 significan que el 100% 

de las lecturas de cada microRNA corresponden a una sola secuencia —ese 

microRNA no tiene isomiRs en esa muestra; por el contrario, en la muestra de 

hígado, los mismos puntos correspondientes contienen diversos porcentajes de 

MAS. Este es un hallazgo interesante, hasta el momento no se había reportado 

ningún estudio en donde se comparara la proporción de isomiRs en una muestra 

vs otra, y en donde se mostrara además que un tejido tiene más uniformidad que 

otro en sus secuencias de microRNAs. Algo de resaltar es que parece haber 

también un número importante de microRNAs en tejido neuronal cuya 

proporciones de MAS e isomiRs se acercan al 50%; este fenómeno no se observa en 

las muestras de tejido hepático. Es importante aclarar, que hasta el momento, el 
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isomiR-index no considera si la secuencia MAS es idéntica a la de referencia 

provista por miRBase. 

En conjunto, los resultados presentados hasta esta sección muestran que la 

forma de analizar el contenido de isomiRs en diferentes muestras mediante la 

aplicación del isomiR-index, podría ser útil para analizar el contenido global de 

microRNAs y sus variaciones dentro de diferentes muestras. 

 

 

 

 

La proporción global de isomiRs se incrementa en células carentes de Dicer, 

pero no en Drosha o XPO 5 

Para poder indagar si cambios en la homeostasis celular y la expresión global de 

las proporciones de microRNAs y sus isomiRs pueden verse reflejadas mediante el 

uso del isomiR-index, lo siguiente que hicimos fue analizar los datos de 

secuenciación masiva de células knock-out de proteínas involucradas en la 

biogénesis de microRNAs. Para esto, usamos unas bibliotecas de secuenciación 
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masiva de la línea celular HCT116, las mismas con las que Kim y colaboradores 

lograron hacer líneas knock-out de Dicer, Drosha, y XPO 5 (Kim et al. 2016). Como 

se explicó anteriormente, estas tres proteínas son importantes para el 

procesamiento de microRNAs hasta justo antes de su ensamblaje en RISC, —por lo 

que perturbaciones en el procesamiento de pri-, o pre-microRNAs podrían tener 

un efecto sobre la proporción de isomiRs (Starega-Roslan et al. 2015).  

Al usar el isomiR-index y mostrar todos los microRNAs de las células 

parentales (HCT116 WT), se observa una diferencia notable en el número total de 

microRNAs que contiene con respecto a las que no expresan Dicer (Dicer KO) 

(Figura 17 A y 17 B). Otro elemento por resaltar es que parece haber una tendencia 

a que haya más isomiRs en las células knock-out de Dicer, ya que 

proporcionalmente hay más puntos en la región amarilla, en comparación con las 

células parentales: siete de los diez microRNAs más abundantes de las  HCT116 

WT, presentan un MAS por arriba del 50% (Figura 17 A), mientras que para las 

HCT116 Dicer KO, siete microRNAs presentan un MAS por debajo del 50% (Figura 

17 B). La correlación entre los microRNAs compartidos entre las dos muestras es 

baja (p = 0.3), indicando que la producción de isomiRs de muchos microRNAs es 

dependiente de Dicer. Sin embargo, existen otros microRNAs cuyas proporciones 

de MAS se mantuvieron constantes, apoyando la idea de que el procesamiento por 

Dicer no es la única fuente de isomiRs (Figura 18).  
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Al obtener el isomiR-index de las células Drosha KO y correlacionar su 

porcentaje de MAS con la línea parental, no se observa un efecto tan marcado en el 

sesgo de la distribución de puntos, ya que su correlación es relativamente alta en 

comparación con las células Dicer KO (Figura 19 A, p = 0.8), sugiriendo que 

Drosha tiene una participación más modesta en la generación de isomiRs. Es 

importante señalar que, al igual que las células carentes en Dicer, hay una marcada 

reducción en el número total de microRNAs que coinciden en ambas muestras, lo 

que indica que la biblioteca de Drosha KO tiene muy pocos microRNAs totales en 

comparación con la línea parental. 

La XPO5 es una proteína cuya función dentro de la biogénesis de microRNAs 

se ha asociado al transporte de los mismos del núcleo al citoplasma, por lo que no 

se esperaría que su ausencia tuviera una influencia en las proporciones de MAS e 

isomiRs. Consecuentemente, la correlación de MAS entre la línea WT y las células 

XPO5 KO es alta (Figura 19 B, p = 0.8). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre 

con la correlación observada entre Drosha y su línea parental, el número total de 

microRNAs no baja tan drásticamente, lo cual sugiere que otro mecanismo de 

exportación de microRNAs puede estar supliendo al de la XPO5. Estudios 

recientes han reportado que además de la XPO5, la XPO 1 puede mediar el 

transporte de pre-microRNAs al citoplasma bajo ciertas condiciones (Martínez et al. 

2017) por lo que es posible que en estas muestras ocurra un fenómeno similar. 
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Discusión 

 

El objetivo de este trabajo fue diseñar una manera de graficar cuantitativamente las 

proporciones de isomiRs que corresponden a un microRNA de manera global 

dentro de una muestra. Hasta la fecha, el estudio de los isomiRs había estado 

limitado a estudiar los microRNAs y sus isoformas uno por uno dentro de una sola 

representación gráfica por microRNA. Esto, aunque no es erróneo, es poco 

práctico, ya que dentro de una muestra pueden existir hasta 400 microRNAs 

diferentes, cada uno con sus propios isomiRs; sería altamente impráctico el realizar 

400 graficas diferentes y compararlas —eso sin contar el número de las mismas si 

es que se tienen diferentes muestras experimentales. 

El isomiR-index provee una forma sencilla de organizar las proporciones de 

isomiRs para cada microRNA dentro de una muestra. A través de la correlación 

del MAS obtenido, es particularmente fácil identificar condiciones experimentales 

o fisiológicas en las que las proporciones de isomiRs cambian para un grupo 

determinado de microRNAs. En este trabajo se puso a prueba la utilidad del 

isomiR-index al comparar muestras similares y disimilares en su contenido de 

isomiRs, de tal manera que la alta o baja correlación de los porcentajes de MAS 

fueron útiles para evaluar si las muestras tienen o no parecido. Un factor 

importante es que el isomiR-index y la correlación de MAS no equivalen 

meramente a la correlación de la expresión o abundancia de los microRNAs, ya 

que se demostró que su distribución es independiente, por lo que el isomiR-index 

puede usarse como un complemento al análisis de expresión de muestras, con el 

que se pueden identificar patrones que de otra manera no podrían explorarse. 

Los resultados que muestran las correlaciones de MAS de las muestras de 

células parentales vs knock-out en Dicer y XPO5, correlacionan con lo esperado y 

conocido de la biogénesis de microRNAs. La ausencia de la RNasa Dicer tiene un 

impacto en la producción de isomiRs; la ausencia de XPO 5, al no ser esta una 

RNAsa, no tiene un impacto apreciable en la producción de isomiRs al comparar 

con la línea parental. Un resultado inesperado es que la línea carente de Drosha 

tampoco tiene un impacto aparente en la producción de isomiRs. Esto puede 

deberse a que uno de los mecanismos naturales de generación de microRNAs es 

independiente de Drosha (Figura 4A). En esta vía, los microRNAs producidos no 

son procesados por Drosha, sino por el espliceosoma —que es un complejo 

multiproteínico encargado del splicing de RNAs primarios, por lo que cambios o 

variaciones en la precisión del splicing tendrían un impacto muy profundo en la 
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expresión de mRNAs (Okamura et al. 2007; Rubi et al. 2007), razón por la que el 

espliceosoma es una maquinaria altamente precisa. La interpretación de la alta 

correlación en la ausencia de Drosha es que los microRNAs que se observan en esa 

muestra son derivados del procesamiento llevado a cabo por el espliceosoma, y 

por lo tanto son miRtrons. El que presenten una alta correlación sería indicativo de 

la alta precisión que tiene el espliceosoma para procesar RNA en sitios específicos. 

Por el contrario, el contenido de isomiRs aumenta en la línea carente de Dicer. 

Este resultado puede deberse a que el precursor recién exportado al citoplasma, 

para poder ensamblarse en RISC, requiere ser cortado para remover su asa del pre-

microRNA. Al no existir Dicer, la única RNasa funcional restante dentro de la vía 

es Ago2, la cual podría ser la encargada del corte. Existe al menos un ejemplo en el 

que un microRNA, el miR-451, es procesado directamente por Ago2, sin pasar por 

Dicer. Ante la ausencia de Dicer, Ago2 es enfrentado con precursores de tallo y asa. 

Sin embargo, dado su mecanismo de corte y función, Ago2 no tiene la precisión de 

Dicer al procesar los pre-micoRNAs y su corte es desordenado y variable, inclusive 

al procesar moléculas de RNA idénticas en secuencia y estructura, viéndose 

reflejado en el contenido de isomiRs. 

El que la ausencia de la XPO5 no tenga una influencia aparente en el contenido 

de isomiRs con respecto a la línea parental, confirma su función como proteína 

exportadora, pero no procesadora. Es interesante, sin embargo, que un número 

importante de microRNAs sigue siendo exportado al citoplasma en ausencia de 

XPO5. Esto sugiere que otras proteínas, por ejemplo XPO1, puedan estar 

involucradas en el transporte del núcleo. Sin duda, este es un área que ha sido muy 

poco explorada. 

Finalmente, es importante recalcar que la generación de isomiRs es un 

fenómeno común dentro del proceso de biogénesis y maduración de los 

microRNAs (Tan et al. 2015). Algunos estudios han encontrado que enzimas, como 

TUTasas, son capaces de regular el intercambio dinámico de los microRNAs, pues 

pueden añadir nucleótidos en el extremo 3′ (en su mayoría As ó Us). También se 

conoce que los mRNAs blancos inducen la generación de isomiRs, añadiendo 

nucleótidos al extremo 3 de los microRNAs y funcionando así como marca 

molecular para su posterior decaimiento (Sanei et al. 2015). Por lo tanto, la 

generación de isomiRs ocurre en un amplio panorama de posibilidades que 

involucran desde el procesamiento y maduración del microRNA, hasta su 

decaimiento. Por lo tanto es importante expandir la visión que se tiene de su 

homeostasis entendiendo a los isomiRs como una consecuencia del fenómeno 
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biológico que los está originando, ya que pueden ofrecernos información acerca de 

la función y la regulación de los microRNAs. Dada la utilidad del isomiR-index 

como herramienta para el estudio y clasificación de cambios en las proporciones de 

isomiRs mostradas en este trabajo, es posible que en estudios futuros el contenido 

de isomiRs pueda arrojar hallazgos importantes en el campo de la investigación 

sobre la función y los mecanismos de acción de los microRNAs.  
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Conclusiones  

En el presente trabajo planteamos una nueva estrategia para el estudio 

bioinformático global de isomiRs. Esta nueva estrategia permite obtener un índice 

porcentual de las proporciones de isomiRs y la secuencia más abundante de cada 

microRNA por biblioteca, por lo que se puede comparar la composición  de un 

microRNA en distintas muestras. 

Utilizando el isomiR-index, comparamos el contenido porcentual de isomiRs 

de diferentes bases de datos de tejidos y líneas celulares. Constatamos que tejidos 

parecidos pero de distintos individuos, comparten casi completamente la 

proporción de isomiRs y también pudimos corroborar que tejidos diferentes de 

humano y ratón tienen un contenido distinto de isomiRs.  

El análisis global de isomiRs es diferente al análisis de abundancia que se 

realiza convencionalmente. Evaluar la proporción de isomiRs de cada microRNA 

por muestra permite distinguir y comparar la heterogeneidad de las secuencias 

que componen a los microRNA bajo diferentes condiciones. 

Por último, utilizamos isomiR-index para determinar el efecto del KO de 

enzimas importantes para la maduración de los microRNAs en mamíferos. El 

análisis mostró que los microRNAs tienen mayor proporción de isomiRs cuando la 

RNAsa tipo III, Dicer, está ausente. Existe una disminución de la producción de 

microRNAs cuando Drosha se inhibe, mientras que con la ausencia de la XPO5 no 

muestra ninguna alteración, sugiriendo que esta enzima no juega un papel en la 

generación de la secuencia de un microRNA maduro. 
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