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TRAYECTORIA

Roberto Carlos estudio la Licenciatura en Investigacién Biomédica Basica (LIBB). Durante
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comprender la biogénesis de proteinas mitocondriales en el Instituto de Fisiologia Celular.
Trabajo en el laboratorio del Director de la Facultad de Quimica con proteinas de ciclo
celular de plantas. Realiz6 una estancia en el laboratorio en el que hoy en dia se encuentra,
dedicado a entender la regulacion de la expresion genética en enfermedades
multifactoriales como la Obesidad Infantil y la Diabetes Mellitus tipo Il motivo por el cual
en el dltimo afo de su Carrera decidio realizar su tesis en este laboratorio para estudiar los
microRNAs de humano y su participacion en estas enfermedades multifactoriales. En los
cuatro afios de Carrera ha conocido distinguidos investigadores, expertos en sus areas, una
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Congresos sobre Genomica Estructural, Comparativa y Funcional, su aplicacion en las
enfermedades multifactoriales, en el Centro de Ciencias Genomicas y en el Centro Médico
Nacional Siglo XXI. También ha participado en el curso tedrico-practico "Introduccion a la
comunicacion publica de las matematicas™ impartido por el Instituto de Matematicas de la
UNAM. Ha sido expositor invitado en su Carrera, en la Carrera de Biologia de la Facultad
de Ciencias y en la Preparatoria #5 "José Vasconcelos", para dar platicas sobre "Biogénesis
mitocondrial”, "Metabolismo mitocondrial”, "Los microRNAs y su participacion en
enfermedades multifactoriales como el Céancer" y "La probabilidad en la herencia de las
enfermedades tipo Mendelianas". Esto demuestra el interés que tiene por transmitir el

conocimiento a las futuras generaciones.

El presente trabajo lo realizé en la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de
Pediatria 4to piso, en la Unidad de Genética de la Nutricion (UGN) bajo la tutela del Dr.
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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron diferentes aspectos de los microRNAomas del nematodo
Caenorhabdtis elegans y de humano usando la informacion de la base de datos miRBase version 21

(http://www.mirbase.org/): 1) Reclasificacion y contexto gendémico de los microRNAs de C.

elegans; 2) Curacion sobre la nomenclatura, nimero de secuencias reportadas y evidencia que
apoya la existencia de los microRNAs maduros de C. elegans y de humano; 3) Busqueda de
microRNAs homologos de C. elegans en varios organismos bilateria; 4) Agrupacion de los
microRNAs de C. elegans y los de humano en familias; 5) Estudio especifico de las familias de let-
7, lin-4/miR-125, miR-1, miR-9/miR-75, miR-34, miR-35, miR-100/miR-51 y miR-124.

1) En miRBase para C. elegans se tiene registro de 250 microRNAs precursores de los
cuales aqui se reclasificaron a 140 como intergénicos (56%), 70 como intronicos (28%), 5 como
exonicos (2%) y 35 como antisentido (14%). 2) Para la curacion de los datos de miRBase sobre C.
elegans y humano, se cre6 una base de datos donde se almacenaron las secuencias de nucle6tidos de
447 microRNAs maduros del nematodo y de 2813 de humano, con la nomenclatura que miRBase
sugiere, haciendo énfasis en el brazo 5p o 3p del cual proviene cada uno. Aqui se corrigio la
nomenclatura de 53 de 447 (12%) de los microRNAs maduros del nematodo y 902 de 2813 (32%)
de humano. Se encontr6 que 424 de 447 (95%) de los microRNAs maduros del nematodo y 2272 de
2813 (80%) de los de humano tienen evidencias experimentales que sugieren que existen. 3) Por
otra parte, se encontrd que C. elegans tiene microRNAs homdlogos de las familias de let-7, lin-
4/miR-125, miR-1, miR-9/miR-75, miR-34, miR-100/miR-51 y miR-124, con organismos bilateria.
De manera interesante estas familias en humanos se han asociado a diferentes enfermedades
multifactoriales. 4) Posteriormente se agruparon familias de microRNAs maduros en C. elegans y
en humano usando el criterio de region-semilla idéntica (posicion 2-7). Se encontr6 que 161 de 447
(36%) de los microRNAs maduros de C. elegans y 1932 de 2813 (69%) de los microRNAs de
humano, se agrupan en 55 y 624 familias respectivamente. Entre los 2 organismos se formaron 160
familias donde 226 de 447 (50%) de los microRNAs maduros de C. elegans presentan una region-
semilla idéntica que también se encuentra en 332 de 2813 (12%) microRNAs maduros de humano.
5) Por ultimo, se analiz6 la familia de cel-miR-35 y su relacién con hsa-miR-181d-3p porque
presentaron la misma region-semilla. Se encontré que todos estos microRNAs presentan sitios de
hibridacion similares con gld-1 (gen del nematodo) y NANOS3-003 (gen de humano). Estos Gltimos
2 genes pertenecen a la familia de NANOS, una familia que participa en la diferenciacion de las

células de la linea germinal.
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1.-INTRODUCCION
1.1.-Definicion de la palabra gen.
1.1.1.-Incorporacion de la palabra gen.

El botanico Gregor Mendel en el siglo XIX propuso que existen entidades "discretas” de la
herencia que se transmiten de padres a hijos usando como modelo de estudio el chicharo.
Su trabajo fue retomado por Wilhelm Johannsen quien en 1909 le incorporo la palabra gen
(del griego "que origina™). Sin embargo, ellos no describieron su naturaleza fisica [1].

1.1.2.-El gen desde el punto de vista del Dogma Central de la Biologia Molecular.

Después de la descripcion de la doble hélice por Watson y Crick en 1953 se sugirié que los
genes se encuentran fisicamente en el DNA [2]. Crick en 1958 enuncio6 lo que se conoce
como el Dogma Central de la Biologia Molecular, el cual menciona que existe un flujo de
informacién en la célula de DNA a proteina, teniendo como intermediario a la molécula del
RNA. EI DNA es transcrito a una molécula de RNA que contiene un mensaje especifico
que se traduce a una proteina particular [3]. Méas adelante, se comprendié que el DNA y el
RNA pueden replicarse (ver figura 1). Después se observd que el flujo inverso de la
informacidn genética solo ocurre de RNA a DNA, proceso llamado transcripcién inversa
[5]. Con este Dogma el concepto de gen se modificé y se describié como una secuencia
delimitada en el genoma que codifica a una enzima, una proteina o que se transcribe a una
molécula funcional como el RNA ribosomal (rRNA) o RNA de transferencia (tRNA) que
participan directamente en la traduccion de las proteinas [1]. Este concepto dej6 en claro
que la definicion de gen tendria que estar relacionada con las proteinas ya que en ese
tiempo se tenia mejor comprendido que eran las biomoléculas que realizan las funciones

celulares y por lo tanto debieran tener un papel importante en la herencia.

Replicacion Rep
Transcripcion

aCI1ON
Traduccion

DNA < = RNA —> PROTEINA

Transcripcion
inversa

Figura 1.-El Dogma Central de la Biologia Molecular. Abreviaturas. DNA: Acido desoxirribonucleico.
RNA: Acido ribonucleico. Ver detalles en el Texto. Modificado de CIBIOGEM en 2016 [4].




1.1.3.-El concepto de gen a partir del Proyecto del Genoma Humano.

En el afio 2000 se liberd el primer borrador del genoma humano y proporciond una
cantidad grande de informacién [1]. Se destacd que cerca del 1% de todo el genoma
humano se traduce a proteinas, el 24% son regiones intronicas y el 75% restante se
comparte con regiones repetidas y regiones intergénicas [6]. Con esta informacién, en el
2002 se modifico el concepto de gen por la Organizacion de Nomenclatura del Genoma
Humano y se definié como un segmento en el DNA que contribuye a una funcién/fenotipo
[1]. Estudios posteriores han demostrado que el 97% del genoma humano se transcribe a
diferentes tipos de RNAs, lo que sugiere que esta biomolécula tiene un papel importante en
la herencia y no solamente es una molécula intermediaria en el flujo de la informacion
genética [7-9]. Por este motivo, en este estudio se usard la siguiente definicion de gen:
segmento de DNA que es transcrito a una molécula de RNA que es funcional [6].

1.1.4.-La molécula de RNA.

El RNA es una macromolécula de &cido ribonucleico que realiza una variedad de funciones
en las células [9]. Los RNAs se pueden clasificar en: los que codifican a proteinas y los que
no (ver figura 2). Los RNAs mensajeros (MRNAS) son los RNAs que codifican a proteina.
Los demas, son RNAs no codificantes (ncRNAs). Entre ellos se encuentran los RNAs
"house-keeping™ o estructurales, como los rRNAs y los tRNAs que estan relacionados
directamente con la traduccion. También dentro de los ncRNAs estan los reguladores de la
expresion genética que se dividen en 2 grandes grupos de acuerdo al nimero de nucle6tidos
(nt) que tienen: largos (>200 nt) y pequefios (<50 nt) [11]. Ejemplos de RNAs largos no
codificantes son los RNAs enddgenos competitivos (ceRNAs) y los RNAs circulares.
Ejemplos de los RNAs pequefios no codificantes son los microRNAs (miRNAs), los RNAs
pequefios de interferencia (SIRNAS) y los RNAs que se asocian a PIWI (piRNAs) [10]. Este

estudio se enfocard en los microRNAs.




RNA codificante [ RNAs no codificantes J

estructurales genética

[ RNAs largos no codificantes ] [R.NAS pequeiios no codificantes]

l mRNA I
[ RNAs "house-keeping' o ] [ RNAs reguladores de la expresion J

(IncRNA) >200 nt <50 nt

[cil:i%.ﬁr] [DiRlNA] [ miRNA ] [siRINA ]

Figura 2.-Ejemplos de tipos de RNAs. Ver detalles en el texto. Modificado de Garcia, L. en 2016 [10,11].

1.2.-El microRNAoma.
1.2.1.-Definicion de los microRNAs (miRNAS).

El microRNAoma es el estudio completo de los microRNAs que se conocen de un
organismo [12]. Los miRNAs son ncRNAs de longitud ~22 nt que regulan la expresion
genética a varios niveles. Su funcién mejor conocida es la de ser reguladores negativos de
la traduccion hibridando con secuencias complementarias en el 3' UTR de mRNAs [13]. Se
calcula que cerca del 60% de todos los mMRNAs de humano estan regulados por miRNAs
[14]. El papel de los miRNAs es indispensable para mantener un equilibrio en el organismo
ya que participan en procesos bioldgicos importantes como son la proliferacion celular, la
apoptosis, el desarrollo embrionario, la diferenciacion celular y el metabolismo [15-17].
Actualmente se tienen registros de sus perfiles de expresién en diferentes fluidos corporales
como en suero, plasma, saliva, orina, liquido amniotico, entre otros, sugiriendo que se
expresan de manera tejido-especifica [15]. Por todas estas observaciones se ha propuesto a

los mMiRNAs como reguladores maestros de la expresion genética [15].




1.2.2.-Clasificacion de los miRNAEs.

Los miRNAs se clasifican de acuerdo a su contexto gendmico (localizacion en el genoma)
en intergénicos, intronicos, exonicos y antisentido. En los genomas los de mayor
abundancia son los intergénicos y los de menor presencia son los exonicos [18]. Los
intergénicos se encuentran en la distancia que comprende el codén de término de un gen
codificante y el codon de inicio del siguiente gen codificante como se observa en la figura
3a. Los intrénicos estan embebidos en la region de un mRNA que al procesarse se retira y
no forma parte del mMRNA maduro, mientras que los exodnicos son las regiones que si
forman parte de él [20]. También se conocen miRNAS exonicos que provienen de ncRNAs
como tRNAS, IncRNAs, entre otros [21]. Los miRNAS intronicos y exoénicos son también
Ilamados miRNAs sentido o antisentido con respecto al gen hospedero en el que estan
embebidos. Los miRNAs sentido se transcriben junto con el gen hospedero como se
muestra en la figura 3b. Los miRNAs antisentido se transcriben de forma independiente al
gen hospedero porque se encuentran en la hebra complementaria como se observa en la
figura 3c, motivos por los cuales en este estudio se usard como una nueva categoria [19].
Todos los tipos de miRNAs comparten la caracteristica que para su transcripcion estan
regulados por un promotor (P), los intergénicos y los antisentido tienen su propio promotor
como se observa en las figuras 3a y 3c mientras que el promotor de los intrénicos y
exonicos es el promotor del gen hospedero en el que se encuentran embebidos como se
muestra en la figura 3b [18]. Ademaés, los intergénicos, los intronicos y los antisentido
tienen la caracteristica de ser transcritos en unidad o en cluster (ver la figura 3) [19].
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Figura 3.-Clasificacion de los miRNAs de acuerdo a su contexto gendmico. a Tipos de miRNAs

intergénicos. b Tipos de miRNAs intronicos y exonicos. ¢ Tipos de miRNAs antisentido. Ver detalles en el

texto. Modificado de Chandan, K. 2015 [11,18,19].

10




1.2.3.-Biogénesis general de los miRNAs de animales.

La biogénesis de los miRNAs inicia en el nlcleo, son transcritos principalmente por la
RNA pol Il como se ilustra en la figura 4 [18]. Este primer transcrito denominado pri-
miRNA forma una estructura caracteristica llamada tallo y asa u horquilla. Sufre
modificaciones cotranscripcionales y postranscripcionales como la adicion de un cap en el
extremo 5' y la adicion de una cola de poli-A en el 3' como sucede en los mRNAs [22].
Después es reconocido por el complejo microprocesador conformado principalmente por
las proteinas Drosha y DGCRS8. Drosha es una RNasa de tipo Il que quita las
modificaciones de la horquilla "escaneando™ la longitud del tallo y corta en la region méas
distal del asa dejando un RNA de doble cadena con un extremo 3' libre con 2 nt salientes y
un monofosfato en el extremo 5' [23]. A este nuevo precursor se le conoce como pre-
miRNA y es llevado al citoplasma por la exportina 5 dependiente de Ran-GTP. Una vez en
el citoplasma es reconocido por las proteinas TRBP y Dicer (ver figura 4b) [18]. Dicer es
otra RNasa de tipo Il que quita el asa del tallo dejando un duplex. Dicer corta el pre-
miRNA aproximadamente 22-nt a partir del extremo que Drosha establecié. Al igual que
Drosha, Dicer deja un extremo 3' libre con 2-nt salientes y un monofosfato en el extremo 5'
[23]. Después se une la proteina argonauta (AGO) que juntos forman el complejo de
silenciamiento mediado por RNA (RISC). AGO selecciona la hebra que sera la encargada
de realizar la funcién mientras que la otra por lo general es degradada. Esta Gltima hebra se
citaba en la literatura como hebra pasajera 0 miRNA* (miRNA estrella) ya que se
consideraba que no tenia una funcion bioldgica [18]. La era de la secuenciacion masiva ha
demostrado que las 2 hebras pueden ser funcionales y por ello se prefiere usar una
nomenclatura acorde al pre-miRNA: como se observa en la figura 4c, el pre-miRNA es un
duplex donde se distinguen los extremos 5' y 3'. Este duplex contiene 2 hebras también
Ilamadas brazos. EI miRNA maduro que proviene del brazo que esta proximo al extremo 5'

es llamado 5p y el que esta proximo al 3' es Ilamado 3p [24].
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Figura 4.-Biogénesis general de los miRNAs de animales. a Biogénesis en el nlcleo. b Biogénesis en el
citoplasma. ¢ Identificacion de los brazos 5p y 3p en un pre-miRNA. Abreviaturas. AGO: Proteina Argonauta.
DGCRS: Regidn critica de la proteina 8 del sindrome DiGeorge. GTP: Guanosin trifosfato. RISC: Complejo
de silenciamiento inducido por RNA. TRBP: Proteina TAR de unién a RNA. Ver detalles en el texto.
Modificado de Chandan, K. 2015 [18].

1.2.4.-Funciones moleculares de los miRNAs.

Los miRNAS se encuentran presentes en virus, protistas, plantas y animales [25]. Los mejor
caracterizados son los de plantas y animales. Para realizar sus funciones moleculares
hibridan con secuencias complementarias de sus blancos. Se ha descrito en plantas que los
miRNAs hibridan con mRNAs blancos de forma completa o casi completa promoviendo
principalmente una sefial de degradacion mientras que en animales los mecanismos son un
tanto distintos ya que es un evento raro que el miRNA hibride de forma completa con su
blanco [14,15]. En los miRNAs de animales se han identificado regiones particulares que
son necesarias para hibridar con su blanco: la region-semilla y el 3' suplementario como se
muestra en la figura 5a [26]. La region-semilla comprende los nucle6tidos en la posicion 2-
7 enumerados a partir del extremo 5' y es la unidad minima que tiene un miRNA para
ejercer su funcion [28,29]. La region 3' suplementario comprende los nucleédtidos en la
posicién 13-16 enumerados a partir del extremo 5' y permite una mejor estabilidad del
miRNA con su blanco [14,26].
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Los miRNAs regulan la expresion genética a diferentes niveles. Se ha visto que
pueden hibridar con secuencias complementarias de promotores de diferentes genes
favoreciendo o reprimiendo su transcripcion como se muestra en la figura 5b [15]. Se han
visto implicados en la biogénesis de otros miRNAs favoreciendo o inhibiendo el
procesamiento de Drosha sobre pri-miRNAs como se ejemplifica en las figuras 5¢ y 5d
[22]. La funcion mejor conocida de los miRNAs es la de ser reguladores negativos de la
traduccion impidiendo la circularizacion de los mMRNAS, promoviendo su degradacion u
obstaculizando su unién con los ribosomas para evitar su traduccion como se ejemplifica en
la figura 5e [13]. Para realizar este tipo de funciones por lo general hibridan con secuencias
repetidas en el 3' UTR del mRNA blanco [13]. También se ha demostrado que los miRNAs
pueden ayudar en la union entre el ribosoma y el mRNA, hibridando con secuencias ya sea
enel 5 UTR o en el 3' UTR del mRNA lo que favorece la traduccion del mRNA como se
muestra en la figura 5f [15]. Por otra parte, se ha descrito que varios miRNAs son
secuestrados por ceRNAs y por RNAs circulares como se muestra en la figura 5g. Este tipo
de RNAs son también Ilamados RNAs esponjas ya que impiden que estos miRNAS realicen
sus funciones moleculares aunque también se ha estudiado que otro tipo de miRNAs
pueden favorecer la degradacion de estos RNAs esponjas liberando miRNAs secuestrados

como se muestra en la figura 5h [7,27].
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Figura 5.-Modelos de las funciones moleculares de los miRNAs de animales. a Cuerpo de un miRNA
maduro. b miRNA que hibrida con secuencias promotoras. ¢ miRNA que hibrida con un pri-miRNA e inhibe
el procesamiento por Drosha. d miRNA que hibrida con un pri-miRNA y favorece el procesamiento por
Drosha. e miRNA como regulador negativo de la traduccion. f miRNA como regulador positivo de la
traduccion. g miRNAs secuestrados por RNAs esponjas. h Liberacion de miRNAs secuestrados por otro tipo
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Region del 5' y 3' no traducido. ORF: Marco abierto de lectura. ceRNA: RNA enddgeno competitivo. Ver
detalles en el texto. Modificado de las siguientes referencias [7,13,15,22,26,27].
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1.2.5.-Los miRNAs a nivel evolutivo.

El estudio de las funciones de los miRNAs maduros de animales ha sugerido que la region-
semilla es importante ya que si no se encuentra presente, el mMiRNA no puede regular a sus
blancos, por este motivo se considera que la region-semilla tiene una presién de seleccion
lo cual le impide sufrir una mutacién y por lo tanto no cambia su secuencia [15,28,29]. Por
tal motivo, los miRNAs se pueden agrupar en familias si presentan regiones-semillas
idénticas [30]. Las familias pueden estar formadas por miRNAs homélogos de una misma
especie o de diferentes especies [31]. Los origenes de los miRNAs homologos de la misma
especie se explican porque tienen un ancestro en comdn que presentd al menos una
duplicacion genética de manera local (en tandem) o de manera no local donde la ubicacién
del nuevo miRNA por lo general es de manera remota en el cromosoma o incluso esta en
otro cromosoma con respecto al mMiRNA ancestral [31]. Si un miRNA ancestral tuvo varias
funciones y se duplica, sus funciones se dividen en las copias que se generaron, a esto se
conoce como proceso de subfuncionalizacion. En cambio, si una de las copias del miRNA
ancestral adquiere una funcion novedosa consecuencia de la acumulaciéon de mutaciones, se
conoce como proceso de neofuncionalizacion. Los procesos tanto de subfuncionalizacion
como neofuncionalizacién son considerados los principales causantes de la aparicion de
nuevos miRNAs [31].

Los primeros 2 miRNAs descubiertos fueron lin-4 y let-7. Lin-4 fue descrito por el
Dr. Victor Ambros y colaboradores en 1993 [32]. Let-7 fue descrito por el Dr. Gary
Ruvkun y colaboradores en el 2000 [33,34]. El grupo del Dr. G. Ruvkun descubrié que let-
7 esta presente en todos los bilateria (organismos con simetria bilateral) incluso en humano,
lo que propici6 un gran interés en la comunidad cientifica por conocer las funciones de este
tipo de RNAs [34]. El descubrimiento de lin-4 y let-7 se realizé al estudiar mutantes del
nematodo Caenorhabditis elegans donde se observd que la ausencia de estos miRNAS
afectan gravemente su desarrollo produciendo nematodos infértiles, lo que generd gran

interés por conocer las funciones de este tipo de RNAs pequefios no codificantes [32,33].
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1.3.-El nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans).
1.3.1.-Ciclo de vida de C. elegans.

C. elegans es un nematodo (gusano redondo) de vida libre de longitud promedio de 1 mm
en etapa adulta [35]. Es un organismo eutélico, es decir, tiene el mismo nimero de células
somaticas en etapa adulta. Tiene 2 sexos uno hermafrodita (XX) y otro macho (XO) donde
predominan los primeros. Esto le da la posibilidad de autofecundarse o cruzarse por
reproduccion sexual [35]. Presenta un ciclo de vida corto como se ilustra en la figura 6.
Tiene un desarrollo embrionario que ocurre en 2 fases: la primera fase llamada in utero
ocurre en las horas iniciales de su desarrollo donde el cigoto se convierte en un embrién
con un numero aproximado de 30 células y es expulsado por la madre; la segunda fase se
lleva de forma independiente a la madre denominada ex utero. Después presenta 4 etapas
larvarias (L1, L2, L3, L4) y prosigue a una etapa adulta con la capacidad de reproducirse.

Su promedio de vida es de 2 a 3 semanas a 20 °C [36].

Es alimentado en el laboratorio principalmente de una cepa modificada de
Escherichia coli (OP50) auxotrofa a uracilo [35]. Cuando se encuentra en ausencia de
alimento en L1, entra en una fase reversible de crecimiento denominada diapausa [36]. Si
se alimenta prosigue su crecimiento normal. Si la privacion de alimento hacia la etapa final
de L1 persiste, detiene su crecimiento y entra a una fase alterna denominada dauer (del
aleman que significa duracion) [37]. La morfologia que presenta en esta fase es distinguible
porgue se encuentran las larvas comprimidas y poseen una cuticula altamente especializada.
Su faringe se constrifie y no bombea [37,38]. Estos gusanos pueden permanecer en dauer
por semanas o incluso meses. Cuando se realimentan llegan a la etapa L4 para proseguir su
desarrollo. Otras influencias ambientales que pueden favorecer el dauer son la

sobrepoblacién y las temperaturas altas (ver figura 6) [39].
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1.3.2.-Historia de C. elegans como modelo de estudio en el area de las Ciencias

Biomédicas.

La primera descripcion de este nematodo fue por la zodloga francesa Emile Maupas en
1900. Desde ese momento aparece en la literatura. La zo6loga Maupas clasifico el Filo
Nematoda, a este nematodo lo clasifico en el género Caenorhabditis y en la especie C.
elegans, como se muestra en la tabla 1 [40]. La cepa que es usada en los laboratorios, se
extrajo de una composta en una granja de hongos en 1950 en Bristol, Reino Unido [41]. En
los afios 60's se incorporé como modelo de estudio en el &rea de Biologia del Desarrollo
[42]. Es el primer eucarionte multicelular del cual se obtuvo su genoma secuenciado en
1998 [43]. Su manipulacion en el laboratorio es facil porque es un gusano no patégeno y se
alimenta con medios definidos que contienen nutrientes similares que consume el humano
[44]. Se han descrito 15 vias de sefializacion en el nematodo que también se encuentran en
humanos, de las cuales varias pertenecen al desarrollo embrionario. Otra via de
sefializacion de interés actual y que esta presente en el nematodo es la via de sefializacion

de la insulina [35]. También se encuentran las mismas vias metabdlicas de sintesis y
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degradacion tanto de carbohidratos como de lipidos que hay en humanos, lo que lo hace un

buen modelo de estudio en nutrigenémica [35].

El uso de este gusano como modelo de estudio permitio que diferentes
investigadores obtuvieran el Premio Nobel en la categoria de Fisiologia y Medicina como
se describird a continuacion. En el 2002 compartieron este Premio Nobel los Doctores
Sydney Brenner, John Sulston y Robert Horvitz. Le fue otorgado al Dr. S. Brenner por
implementar a C. elegans como modelo de estudio para entender las bases de la genética
del desarrollo neuronal siendo el primero en generar cepas mutantes del nematodo [42]. Fue
otorgado al Dr. J. Sulston por sus aportaciones en la genética de C. elegans y por estudiar
los linajes celulares que tiene cada célula a partir del cigoto hasta el gusano adulto [35]. Fue
otorgado al Dr. R. Horvitz por describir por primera vez que existe un programa genético
en las células que promueve una muerte celular programada llamada apoptosis [35]. En la
misma categoria en el 2006 fue otorgado el Premio Nobel a los Doctores Andrew Fire y
Craig Mello por la implementacion de la tecnologia del RNA de interferencia [35].
Ademas, fue otorgado el Premio Nobel de Quimica al Dr. Martin Chalfie en el 2008 por
generar nematodos transgénicos incorporando al gen reportero GFP o proteina verde

fluorescente [35].

Filo Nematoda
Clase Secernentea
Orden Rhabditida
Familia Rhabditidae
Género Caenorhabditis
Especie C. elegans

Tabla 1.-Taxonomia de C. elegans [40].
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1.3.3.-C. elegans como modelo de estudio para la comprension de la regulacion de la

expresion genetica que existe en las enfermedades multifactoriales.

Las enfermedades denominadas multifactoriales se caracterizan porque su etiologia no
puede ser explicada solo por el componente genético del paciente ni solo la interaccion del
paciente con el medioambiente, sino que es el resultado de la interseccion entre estos 2
componentes, donde el medio ambiente puede modular la expresion genética del paciente
como se ilustra en la figura 7 [45]. Ejemplo de estas enfermedades son la Obesidad, el
Parkinson y el Alzheimer, las cuales son estudiadas por varios grupos en el mundo usando
como modelo de estudio a C. elegans [46]. En este nematodo se puede estudiar como se
modula su expresion genética ante distintas condiciones de estrés. También se pueden
generar nematodos carentes de diferentes genes y conocer si tienen una relevancia
funcional ante las diferentes condiciones de estrés en las que se sometan al nematodo [47].
Ademas, se pueden estudiar las repercusiones que tienen las distintas condiciones de estrés

y/o la ausencia de diferentes genes a nivel transgeneracional [48].

Modulacion de la
expresion genética

A Medio ambiente

\t/

Figura 7.-Etiologia de las enfermedades multifactoriales. Ver detalles en el texto. Dibujo modificado de
Meunier, J. 2013 [17,45].
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1.3.4.-C. elegans tiene miRNAs cuyos homdélogos en humano se han relacionado con

enfermedades multifactoriales.

Varios miRNAs de humano como let-7, miR-125, miR-1, miR-9, miR-34, miR-100 y miR-
124, se han asociado a diferentes enfermedades multifactoriales como la Obesidad, la
progresion de diferentes tipos de tumores, la metastasis, enfermedades del corazon y
enfermedades del cerebro, como se muestra en la tabla 2 [12,15]. De manera interesante
estos miRNAs tienen homologos en C. elegans que se conocen como let-7, lin-4, miR-1,
miR-75, miR-34, miR-51 y miR-124, respectivamente.

miRNA Anotacion

Let-7 Se ha visto desregulada su expresion en distintos tipos de cancer [49].
miR-125 En un estudio de meta-analisis se encontrd que en sangre de pacientes de personas obesas esta disminuida su

concentracion [50].

miR-1 Se ha sugerido que tiene un papel en enfermedades del corazon como infarto y arritmias [25].

miR-9 Esta implicado en patologias cerebrales humanas. Participa en la progresion de cancer en el cerebro [51].
miR-34 Pertenece a la red supresora de pS3 y se ha suger.ido que su desregulacion esta implicada en el desarrollo de

algunos tipos de cancer [25].

miR-100 Se ha descrito que tiene un papel en la regulacion de la apoptosis en células de cancer de mama [52].
miR-124 Se ha sugerido que inhibe la via de sefalizacion del factor de transcripcion STAT3 en gliomas de cancer de

mama. Esta inhibicién suprime una respuesta inmunosupresora [12].

Tabla 2.-miRNAs de humano que presentan miRNAs homologos en C. elegans y que se han asociado a
enfermedades multifactoriales. Abreviaturas. p53: proteina denominada el "guardian del genoma". STAT3:

Transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3.
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1.4.-Bases de datos.

1.4.1.-Las bases de datos como herramientas bioinformaticas.

Una base de datos es un tipo de almacén que permite guardar grandes cantidades de
informacién de forma organizada que después se puede acceder a ella de manera sencilla
[53]. Los estudios actuales que generan una cantidad grande de datos como las
secuenciaciones masivas han hecho que cobre una mayor relevancia la parte bioinformética
y la creacion de diversas bases de datos, presentando un nuevo reto para su correcto analisis
e interpretacion biologica [54]. Para este estudio se usaron principalmente 3 bases de datos:
1.-miRBase, 2.-Wormbase y 3.-RegulonDB. En la tabla 3 se resume la informacion que se

utilizé de cada una.

Almacena mas de 20 000 secuencias de nucleotidos de miRNAs precursores y
maduros de 223 especies y permite su descarga de forma rapida. Proporciona la

m ., ase estructura secundaria de los miRNAs precursores. Presenta la clasificacion de los http://www.mirbase.org/
version 21 . . .
miRNAs, su contexto genomico, enlaces a bases de datos para la prediceion de blancos
y enlaces de los articulos que han descubierto a cada miIRNA.
Almacena informacion sobre C. elegans y nematodos relacionados. Cuenta con la
Wormbase o . ; .
version WS253 descripcion de mas de 30 000 genes codificantes y no codificantes de C. elegans. http://www.wormbase.org/

Ademas, proporciona su ubicacion exacta en mapas genomicos.

Es un modelo de la regulacion del genoma de Escherichia coli K-12 realizada por el

RegulonDB grupo de Investigacion del Dr. Julio Collado, del Centro de Ciencias Genomicas de la

version 9.1 UNAM. Clasifica el tipo de evidencia que apoya la existencia de los diferentes genes
que reporta.

http://regulondb.ccg unam.mx/

Tabla 3.-Resumen de la informacion que se ocup6 de las bases de datos miRBase, Wormbase y
RegulonDB.
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2.-ANTECEDENTES

miRBase es la principal fuente de informacion para los miRNAs en el mundo. Tiene
reportado para C. elegans 250 miRNAs precursores y 434 miRNAs maduros, y para
humanos 1881 miRNAs precursores y 2588 miRNAs maduros [25]. Sin embargo, presenta
desactualizaciones como las siguientes: un mismo miRNA puede estar clasificado como
intrénico, exonico o antisentido; en su nomenclatura puede o no, presentar su brazo (5p o
3p), lo cual provoca confusiones al momento de consultar su secuencia de nucleétidos; y

puede que no se mencionen los homologos que se le han sugerido en la literatura [25].

El Dr. Eugene Berezikov en el 2011 publicé una revision sobre la distribucion de
miRNAs en el reino animal. Mencion6é que los estudios de secuenciacion masiva han
mostrado que los mMiRNAs* de los invertebrados Drosophila melanogaster y C. elegans, se
agrupan en familias con funciones relevantes, lo que sugiere que tienen una importancia
biolégica [31]. Sin embargo, mencioné que hay pocos ejemplos de miRNAs* de
vertebrados con esta caracteristica [31]. UsO la informacion registrada en una version
anterior a la actual de miRBase, lo que sugiere que en la version actual hay miRNAs* de

vertebrados que se pueden agrupar en familias con funciones relevantes [31].

En el area de C. elegans, el grupo de la Dra. Monica Driscoll sugirié que 73 de 139
miRNAs maduros de C. elegans (52%), presentan homologia con los de humano [55]. Por
su parte, el grupo del Dr. R. Horvitz sugirié que 30 de 136 miRNAs precursores de C.
elegans (22%), presentan homologia con los de humano [56]. Sin embargo, sus resultados
fueron diferentes entre si y estudiaron un ndmero menor de miRNAs comparado con el
namero actual reportado en miRBase, lo que sugiere que pueden existir otros miRNAs que
presenten homologia entre C. elegans y humano.

Por Gltimo, en nuestro laboratorio se estudiaron miRNAs que cambiaron su
acumulacion al someter larvas L4 de C. elegans a un ayuno de 12 horas (12h) [10,57]. Se
encontré que varios miRNAs tuvieron una acumulacion diferencial destacando a los
miembros del cllster cel-miRc-35 que se acumularon desde 6 hasta 20 veces, lo que sugiere
un papel muy importante para estos miRNAs en dicha condicion experimental [10,57]. Sin

embargo, se desconocen sus funciones moleculares y si presentan homadlogos en humano.
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3.-JUSTIFICACION

Los miRNAs son biomoléculas consideradas como reguladores maestros de la expresion
genética. Sin embargo, es complicado y casi imposible estudiar sus funciones moleculares
en humanos por ello se quiere conocer miRNAs de humano que presenten homélogos en
organismos modelo como C. elegans, que ha brindado un gran conocimiento en la parte

Biomédica y donde se pueden estudiar sus funciones moleculares.

4.-OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

v Reclasificar, localizar los miRNAs de C. elegans y comparar sus miRNAs con los
miRNAS de humano.

OBJETIVOS PARTICULARES

v Reclasificacion de los miRNAs de C. elegans en intergénicos, intronicos, exénicos
y antisentido.

v Localizacion de los miRNAs de C. elegans en su contexto gendmico.

v Comparacion de los miRNAs maduros de C. elegans con los miRNAs maduros de

humano.
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5.-ESTRATEGIA DE TRABAJO

Se generara una base de datos en diferentes documentos de Excel para los miRNAs de C.
elegans y de humano donde se obtendra informacion de manera manual de las bases de
datos miRBase y Wormbase. Esta informacién se considerard como datos y se estudiara en
diferentes categorias como se muestra en la figura 8. Para los miRNAs de C. elegans se
estudiara su reclasificacion, su contexto gendémico y la homologia que presentan sus
miRNAs con miRNAs de diferentes especies. Tanto para los miRNAs de C. elegans como
de humano, se estudiard su nomenclatura, la evidencia que apoya su existencia y los
miRNAs homologos entre los 2 organismos. Todos los datos se convertiran en porcentajes
para dar una interpretacion global de cada categoria. Por ultimo, se estudiaran familias de

miRNAs particulares que estén presentes tanto en C. elegans como en humano.

Categorias de los datos analizados

Clastficacion
de miRNAs
Contexto genomico miRNAs maduros Comparacion de miRNAs
Intergénicos Intronicos Exonicos Antisentido
Anivel Anivel de
de chister CLOMOSOMas Clasificacion de su Actualizacion de su
evidencta experimental nomenclatura
Anivel de precursores Anivel de maduros

Figura 8.-Esquema general de la estrategia de trabajo.
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6.-METODOLOGIA
6.1.-Reclasificacion de los miRNAs de C. elegans.

Se obtuvieron de miRBase los nombres de los miRNAs precursores de C. elegans, despues
se buscaron en los mapas gendémicos que proporciona la base de datos Wormbase y
posteriormente se reclasificaron en intergénicos, intronicos, exonicos y antisentido,
comparando su contexto gendmico con lo presentado en la figura 3. Para la presentacion
final de los datos se registro el numero total de miRNAs que son intergénicos, intronicos,
exonicos y antisentido. Después, estos numeros se convirtieron en porcentaje tomando
como 100% el namero total de precursores encontrados. Por Gltimo, se ubicaron los
miRNAs precursores en cada 1 de los 6 cromosomas que tiene C. elegans y se convirtieron
en porcentaje para conocer su distribucion global en el genoma del nematodo. Se tomo

como 100% el numero total de precursores encontrados.
6.2.-miRNAs de C. elegans que estan en clUster en su genoma.

Se busco en los mapas genomicos obtenidos de Wormbase el contexto gendmico de cada
uno de los miRNAs precursores y se identificaron aquellos que se encuentran en clUster. Un
claster cumple con los siguientes criterios: esta conformado por al menos 2 precursores,
entre cada precursor existe una distancia <10 Kilobases (Kb) como lo reporta miRBase, se
encuentran en la misma hebra y entre ellos no hay otro promotor [25,58]. Después se
grafico la frecuencia del nimero de miembros que tiene cada clister encontrado. Por ultimo
se graficd el porcentaje total de cllster que tiene cada cromosoma usando como 100% el

numero total de clister encontrados.

6.3.-Actualizacion de la nomenclatura de los miRNAs maduros de C. elegans y de

humano.

miRBase tiene una nomenclatura para los diferentes niveles de maduracion de los miRNAS
que tiene almacenados como se explica a continuacion. Los nombres estdn compuestos por
4 partes como se muestran en la figura 9: la primera parte (A) indica la abreviatura del
nombre cientifico del organismo, ejemplos: Caenorhabditis elegans (cel), Homo sapiens

(hsa). La segunda parte (B) se escribe la palabra mir o miR. Cuando se escribe la "r" se
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hace referencia al gen o al precursor. Cuando se escribe la "R" se hace referencia al miRNA
maduro. La tercera parte (C) proporciona una mayor informacion. Primero se agrega el
nombre del miRNA que es un nimero que se asigna de forma secuencial que a su vez
depende de 2 criterios: si es un nuevo miRNA descrito se le asigna el siguiente nimero del
mayor gue se tenga registro. En caso de existir un miRNA homologo se le asigna el mismo
namero que éste tenga. Después se anotan nimeros o letras dependiendo de los siguientes
criterios: se agrega un namero secuencial si los miRNAs maduros son idénticos pero
provienen de precursores diferentes. Para evitar confusiones entre los nimeros de la tercera
parte se agrega un nuevo "-" entre ellos. En cambio, se agregan letras secuenciales si son
secuencias precursoras muy parecidas. La ultima parte de la nomenclatura (D) solo es para
los miRNAs maduros. Para citar un miRNA maduro se tiene que mencionar el brazo (5p o
3p) de acuerdo a su ubicacion en el precursor, como se especificd en la figura 4c. Las
excepciones para la nomenclatura son let-7, lin-4 y los primeros miRNAs que se
descubrieron ya que la segunda y tercera parte no cambia porque conservan su nombre

original [24].

Para citar cluster, en el nombre de los miRNAs se agrega una letra ""c" en la segunda
parte (B) como la que esté encerrada en color morado en la figura 9 [21]. Esta letra puede
usarse tanto en miRNAs precursores como en miRNAs maduros para reemplazar a todos
sus miembros. El clister lleva el nombre del miembro con el menor nimero como se
muestra en el siguiente ejemplo y en caso de miRNAs maduros si se define los brazos que
tiene el clUster no es necesario mostrarlos en la abreviatura. cel-miRc-35: miR-35-3p, -36-
3p, -37-3p, -38-3p, -39-3p, -40-3p, -41-3p [21].

En este estudio se obtuvieron de miRBase de forma manual las secuencias de
nucleotidos de los miRNAs maduros de C. elegans y de humanos, se registraron con el
nombre que tienen en miRBase y se compar6 su nomenclatura con la figura 9 para conocer
si tiene las 4 partes. En caso de no tener las 4 partes se completd sefialando con un color
diferente la parte que se modificé. Para la presentacién final se consideraron como datos los
miRNAs maduros a los que se completd su nomenclatura y se convirtieron en porcentajes
tomando como 100% el numero total de miRNAs maduros almacenados para cada

organismo.
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cel-mifd-35:-3

A B C D

Figura 9.-Nomenclatura de los miRNAs. EI nombre de un miRNA maduro estd compuesto por 4 partes

resaltadas por las letras A, B, C y D. A: organismo. B: mir o miR. C: La parte con mayor informacion.
Primero lleva un nimero secuencial de acuerdo a su descubrimiento. Después puede Ilevar un nimero o una
letra del abecedario. D: solo para miRNAs maduros se agrega el brazo 5p o 3p. Letra ""c" encerrada en color

morado se usa para mencionar que es un cluster. Ver detalles en el texto [21,24].

6.4.-Clasificacion de las evidencias experimentales e inferencias bioinforméticas que

apoyan la existencia de los mMiRNAs maduros.

Se hizo una lista de la nomenclatura que usa la base de datos RegulonDB para clasificar las
evidencias experimentales e inferencias bioinformaticas que apoyan la existencia de los
diferentes genes que reporta (ver anexo 1 [59]). Posteriormente con los datos reportados en
miRBase se realizd una lista de los miRNAs maduros de C. elegans y de humanos
anotando las metodologias empleadas para el descubrimiento de cada uno. Se clasificaron
estas metodologias en categorias utilizando las abreviaturas de la nomenclatura de
RegulonDB como se resume en la tabla 4. Para su presentacion final, se consideraron como
datos a cada miRNA clasificado en una categoria. Se sumaron los datos dependiendo de la
categoria en la que se ubicaron y se convirtieron en porcentaje tomando como 100% el

namero total de mMiRNAS que se almacenaron para cada organismo.
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Northen Blot, PCR, Clonado. IDA

C. elegans [llumina, CLIP-seq, 454, SOLID. IE
MiRscanll, miRDeep?2. ICA
Northen Blot, PCR, Clonado,

qRT-PCR, RT-PCR. L
Humano Illumina, CLIP-seq, 454, SOLID, E
! "Array-cloned", Microarreglo, SAGE, RAKE, Clonado-miRAP.
MiRscan, MiRscall, miRDeep2, Por similitud con otro ICA

organismo, Meta-analisis.
Tabla 4.-Abreviaturas de la nomenclatura de RegulonDB usadas en este estudio. Abreviaturas: IDA:

Inferido por ensayo directo. IE: Inferido por experimento. ICA: Inferido por analisis computacional.

6.5.-Elaboracion de arboles filogenéticos.

Se estudiaron diferentes organismos invertebrados y vertebrados que estan registrados en
miRBase como se muestra en la tabla 5. Los nematodos presentados en la tabla 5 fueron
seleccionados porque estan cercanos filogenéticamente con C. elegans. Los demas
organismos presentados en la tabla 5 fueron evaluados en la revision del Dr. E. Berezikov
en el 2011 excepto el pollo Gallus gallus y la rana Xenopus tropicalis [31]. El pollo y la
rana se seleccionaron porque son modelos de estudio en biologia del desarrollo y porque

son organismos vertebrados cercanos filogenéticamente al humano [25].

Para todos estos organismos se descargaron del "GenBank" (banco de genes) las
secuencias de nucledtidos de DNA de las subunidades pequefias de los ribosomas 18S [60].
Como se muestra en la tabla 5, se obtuvieron secuencias 18S completas y parciales de este
gen en los diferentes organismos evaluados. Solo en la planaria Schmidtea mediterranea no
se encontro su secuencia. Después con estas secuencias se realizé un alineamiento maltiple
en EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/) y se generd un arbol filogenético con el algoritmo
de "Neighbor joining" [61,62]. Este algoritmo genera una matriz de distancia entre cada
organismo o taxon. Calcula las distancias que hay entre cada taxon y une los que estan mas
cercanos formando una topologia denominada arbol [62]. Para terminar, se editaron los
arboles filogenéticos obtenidos con la herramienta iTOL (http://itol.embl.de/) para su

presentacion final [63].
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Bilateria

Organismo evaluado
Homo sapiens (humano)
Mus musculus (raton)
Gallus gallus (gallina)

Danio rerio (pez cebra)

Vertebrados

Xenopus tropicalis (rana)

Drosophila melanogaster (mosca de la fruta)

Asearis suum
Brugia malayi
Caenorhabditis brenneri
Caenorhabditis briggsae
Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis remanei

Nematodos

Haemonchus contortus

Pristionchus pacificus

Invertebrados

Panagrellus redivivus

Strongyloides ratti

Lottia giganfea (molusco)

Schmidtea mediterranea (planaria)

Nematostella vectensis (anémona)

Secuencia 18S encontrada

Completa
Completa
Parcial
Parcial

Parcial

Completa

Parcial
Parcial
Parcial
Completa
Completa
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial

Parcial

Parcial

No encontrada

Completa

Acceso
NR 003286.2
NR 003278.3
DQ018752.1

FI915075.1

M32847.1

NR _133559.1

KM079654.1
AF036588.1
U13930.1
JN636061.1
NR_000053.1
U13931.1
KM586650.1
JQ699287.1
AF0803007.1

AB923889.1

KP274858.1

AF254382.1

Tabla 5.-NUumero de acceso en el "GenBank" para el gen rRNA 18S de los organismos evaluados en este

estudio [60].
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6.6.-Busqueda de miRNAs precursores de C. elegans que presenten homologia con los

MIiRNASs precursores de diferentes organismos.

Se buscaron en miRBase y Wormbase el nombre de cada uno de los miRNAs precursores
de C. elegans en los diferentes organismos anotados en la tabla 5 [25,64]. Si un miRNA
precursor tiene copias en los organismos evaluados se tomaron en cuenta para el estudio.
Ademas, si estos precursores tienen otro nombre como se muestra en la tabla 6 también se
incorporaron. Después los miRNAs encontrados en cada organismo se consideraron como

datos para obtener 2 porcentajes de similitud como se menciona a continuacion.

Porcentaje de similitud de C. elegans con el organismo comparado: nimero total de
precursores de C. elegans que presentaron homologia con los precursores de determinado

organismo, se us6 como 100% el numero total de precursores que tiene C. elegans.

Porcentaje de similitud con respecto a C. elegans: nimero total de precursores de cada
organismo evaluado que presentan homologia con los precursores de C. elegans, se uso

como 100% el nimero total de precursores que tiene dicho organismo.

miRNA de C. elegans Nombre en invertebrados Nombre en vertebrados

lin-4, mir-31, mir-37 Tin-4, mir-125, mir-10, mir-100 lin-4, mir-125, mir-10. mir-99, mir-100

mir-2 mir-13

mir-46 mir-281

mir-72 mir-31 mir-31

mir-74 mir-185

mir-76 mir-76 mir-187

mir-79 mir-79 mir-9

mir-80 mir-143

mir-90 mir-190

mir-124 mir-124, mir-183 mir-124, mir-183

mir-234 mir-137 mir-137

mir-235 mir-23, mir-92 mir-25, mir-32, mir-92

mir-236 nir-8 mir-200b, mir-141, mir-429

mir-238 mir-12

mir-240 mir-193

mir-241 mir-196

mir-254 mir-19

mir-256 mir-206

Tabla 6.-miRNAs precursores de C. elegans que en miRBase y en Wormbase tienen otro nombre en
invertebrados y vertebrados. Los lugares vacios significan que ese miRNA no se encontrd en esas especies.
La clasificacion de animales invertebrados y vertebrados se presenta en la tabla 5 [25,64].
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6.7.-Busqueda en Excel de familias de miRNAs que tiene C. elegans y humano.

A partir de las secuencias de nucledtidos de los miRNAs maduros de cada organismo, se
obtuvieron manualmente las regiones-semillas (posicion 2-7) y se distinguieron por un
cddigo de colores: rojo si son miRNAs 5p y azul si son miRNAs 3p. En un documento de
Excel se cred una columna de regiones-semillas. Se utilizé la opcidn "ordenar vy filtrar" de
la barra de herramientas para identificar el nUmero de veces que se repite cada region-
semilla en la columna. Una vez identificadas las regiones-semillas repetidas, se agruparon
en familias los miRNAs maduros de donde proviene cada una. Se agruparon familias de
miRNAs maduros para C. elegans, para humanos y entre los 2 organismos de manera
similar al trabajo del grupo del Dr. R. Horvitz en el 2010 [56].

Los miRNAs maduros que forman parte de una familia se consideraron como datos
y se sumaron para obtener el ndmero total de miRNAs que se agruparon en familias.
Después se convirtieron en porcentaje usando como 100% el ndmero total de miRNAs
almacenados para cada organismo. Ademaés, se grafico la frecuencia del nimero de
miembros que tiene cada familia reportada para C. elegans y para humano. En el caso de
las familias formadas a partir de los miRNAs que tienen regiones-semillas tanto en C.

elegans como en humano, se obtuvieron 2 porcentajes de similitud:

Porcentaje de similitud de C. elegans con humano. Menciona el porcentaje de los
miRNAs maduros de C. elegans que tuvieron una region-semilla idéntica con los miRNAS
maduros de humano. Se usé como 100% el nimero total de miRNAs almacenados para C.
elegans.

Porcentaje de similitud de humano con C. elegans. Menciona el porcentaje de los
miRNAs maduros de humano que tuvieron una region-semilla idéntica con los miRNAs
maduros del nematodo. Se usé como 100% el namero total de miRNAs almacenados para

humano.
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6.8.-Informacion concentrada para cada familia formada.

Las familias reportadas en este estudio se almacenaron en documentos de Excel con la
siguiente informacion como se ejemplifica en la tabla 7. En la primera columna se agrego
el nombre del miRNA maduro; después la secuencia de nucle6tidos que tiene resaltando la
region-semilla en rojo si es un brazo 5p o en azul si es un brazo 3p. Se afiadieron el nombre
de los cromosomas en los que se encuentran para tener un panorama en general de su
contexto genodmico (si fueron secuencias idénticas y estuvieron en los mismos cromosomas,
se busco en los mapas genomicos de Wormbase o Ensambl su contexto gendémico para
conocer si las secuencias empalman o son diferentes [64,65]). Se anoto la familia a la que
pertenecen y que esta reportada en miRBase. Después se sugirié un nombre para la familia,
agregando el prefijo "miR" para resaltar que la relacion de los miembros es a nivel de
miRNAs maduros. En la tltima columna se anotaron las abreviaturas usadas en el presente

estudio para saber el tipo de evidencia que apoya la existencia de cada miRNA maduro.

Se sugiri6 un nombre a cada familia tomando en cuenta lo que esta reportado en
miRBase pero se dio prioridad a los siguientes criterios: se nombro de forma similar a lo
reportado en el trabajo del grupo del Dr. R. Horvitz en el 2010 [56]. La familia lleva el
nombre del miembro con el menor nimero y no se mencionan los brazos, como se muestra
en el siguiente ejemplo. Familia de cel-miR-35: miR-35-3p, -36-3p, -37-3p, -38-3p, -39-3p,
-40-3p, -41-3p y -42-3p. Para las familias que tienen miRNAs de C. elegans y humano, se
sugirieron dos nombres, uno con respecto a las familias de C. elegans y otro con respecto a
las familias de humano como se ejemplifica en la tabla 7. Si los nombres se repitieron se
sugirié el nombre del siguiente miembro de la familia buscando que no se repitiera en

ninguna otra familia.

Cromosoma en el Familia Nombre de la familia Tipo de

Secuencia madura

que se localiza (miRBase) (propuesta) evidencia

cel-miR-4929-3p AAUGCACCACAUCUUACGCUCA I 1E
hsa-miR-501-3p AAUGCACCCGGGCAAGGAUUCU X mir-500 miR-4929 miR-501 DA
hsa-miR-502-3p AAUGCACCUGGGCAAGGAUUCA X mir-500 IDA

Tabla 7.-Ejemplo de la informacion que se concentré para las familias de miRNAs almacenadas.

Abreviaturas. IE: Inferido por experimento. IDA: Inferido por ensayo directo. Ver detalles en el texto.
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6.9.-Estudio de la familia de cel-miR-35 y del miRNA hsa-miR-181d-3p.

Se encontraron nuevas familias de miRNAs entre el nematodo y el humano, aqui se estudio
la familia de cel-miR-35 y su relacion con el miRNA hsa-miR-181d-3p. Estos miRNAs se
clasificaron de acuerdo a su contexto gendmico. Después se buscaron miembros de la
familia de miR-35 en los diferentes organismos invertebrados y vertebrados mostrados en
la tabla 5 y se registro el numero total de miRNAs que tiene cada organismo. Para los
organismos que no tienen miembros reportados de esta familia, se almacenaron las
secuencias de nucledtidos de sus miRNAs precursores obtenidas de miRBase en un
documento de Excel y se usé de la barra de herramientas la opcién "Buscar" para localizar
la secuencia de la region-semilla [25]. Después se compararon los precursores candidatos
que tienen esa region-semilla con la estructura secundaria proporcionada por miRBase para
localizar su ubicacion en el precursor y observar si esta en un brazo que probablemente
produzca un miRNA maduro con esta regién-semilla [25]. Si es un miRNA candidato se
incluyé en el registro. Para el miRNA hsa-miR-181d-3p se busc6 como mir-181d en
miRBase y se obtuvo una lista de organismos con este miRNA precursor [25]. Después se
seleccionaron aquellos miRNAs precursores que tienen una region-semilla idéntica a la de

hsa-miR-181d-3p y se registraron el numero total de precursores que tiene cada organismo.

Después se compararon las secuencias de nucleétidos de los miembros de la familia
de cel-miR-35 y de hsa-miR-181d-3p. Para ello se buscaron que los nucleétidos de hsa-
miR-181d-3p estuvieran en la misma posicion y fueran idénticos en al menos un miembro
de la familia de cel-miR-35. Se pintaron de color azul los nucle6tidos que estan en la
region-semilla y en color verde los nucleétidos repetidos que no forman parte de la region-

semilla.

Se busco en la literatura blancos reportados o predichos para la familia de cel-miR-
35 y para hsa-miR-181d-3p. Para los blancos reportados para la familia cel-miR-35 se
buscaron sus homdlogos de humano en la base de datos KEGG y posteriormente se
obtuvieron sus secuencias de nucléotidos en el "GenBank" [60,66]. Como hsa-mir-181d se
encuentra embebido en un gen Ilamado NANOS3-003, también se obtuvo del "GenBank" su
secuencia de nucleotidos [65]. Los nimeros de acceso en el "GenBank" para todos estos

genes se muestran en la tabla 8 [60]. Todas las secuencias de nucleétidos se guardaron en
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formato FASTA en documentos de Word. Con la opcion "Buscar” de Word, se buscaron las
secuencias complementarias que pudieran hibridar con la region-semilla de hsa-miR-181d-
3p. Por ultimo, se generaron imagenes donde se muestra la prediccion de la hibridacion de
los blancos de la familia de cel-miR-35 y de hsa-miR-181d-3p. Para ello se modificaron las
imagenes que se presentan en las siguientes referencias y/o se hicieron nuevas imagenes
dependiendo de los blancos que estan reportados en la literatura o fueron sugeridos por el
presente estudio [67-71].

Oki NM_206854.2
Fbxwll NC_000005.10
Rbms3 NM_001003792.2
BH3 XM_017025917.1
Trimd5 NC_000001.11
Rb NM_000321
NANOS3-003 NC_000019.10

Tabla 8.-NUmero de acceso en el ""GenBank'" para Qki, Fbxw11, Rbms3, BH3, Trim45, Rb y NANOS3-003
[60].

6.10.-Busqueda bibliogréafica sobre los miembros de las familias de let-7, lin4/miR-125,
miR-1, miR-9/miR-75, miR-34, miR-100/miR-51 y miR-124.

Se hizo una busqueda bibliografica en miRBase, Wormbase, ademas en revisiones y
articulos publicados entre 2015 y principios de 2017, para las siguientes familias: let-7, lin-
4/miR-125, miR-1, miR-9/miR-75, miR-34, miR-124 y miR-100. Se seleccionaron estas
familias porque tienen miembros tanto en C. elegans como en humanos, ademas como se
mostré en la tabla 2 del apartado 1.3.4 de la introduccién, los miembros de las familias
que estan en humano, se han visto implicados en diferentes enfermedades multifactoriales.
Para todos estos miRNASs se buscd literatura que mencionara sus funciones moleculares y
sus funciones bioldgicas. Tambien se busco informacion de sus homologos en otras
especies que no fueran C. elegans y humano. Para su presentacion final se generaron tablas
donde se compararon sus secuencias de nucleétidos, resaltando la regién-semilla (rojo si es
5p y azul si es 3p) asi como en verde nucledtidos que estén en la misma posicion tanto en el
nematodo como en humano. Ademas, se compararon sus funciones reportadas en los 2

organismos.

34




7.-RESULTADOS

7.1.-Reclasificacion de los miRNAs de C. elegans a partir de su contexto genémico.

Se inicid este trabajo estudiando los miRNAs de C. elegans. Para este organismo se tienen
reportados en miRBase version 21, 250 miRNAs precursores [25]. Como se observa en la
figura 10a si se suma cada tipo de miRNA clasificado en miRBase como intergénico,
intrénico, exdnico y antisentido, se obtiene el nimero 316, nimero distinto a 250 registrado
en miRBase. Como estos nimeros no son iguales se reclasificaron todos los miRNAs. Para
ello se busco en los mapas genomicos que proporciona Wormbase a cada miRNA precursor
en su contexto gendmico y se comparo con la figura 3 para clasificar a cada miRNA en una
categoria. Con este nuevo criterio se obtuvo lo que muestran las figuras 10b y 10c. Como
se muestra en la figura 10b, se reclasificaron a 140 miRNAs como intergénicos, 70
miRNAs como intronicos, 5 miRNAs como exonicos y 35 miRNAs como antisentido.
Sumados estos numeros se obtiene 250, el mismo ndmero registrado en miRBase. Después,
estos nimeros se convirtieron en porcentaje y se obtuvo lo que se muestra en la figura 10c.
Se observd que 56% de los miRNAs son intergénicos, 28% son intronicos, 2% son
exonicos y 14% son antisentido. Por ultimo, se obtuvo el ndmero total de miRNAs
precursores que tiene cada 1 de los 6 cromosomas de C. elegans. En la figura 10d se
grafico el porcentaje total de miRNAs precursores que tiene cada cromosoma y se observo
que todos los cromosomas contienen precursores destacando el cromosoma X que tiene el

mayor porcentaje (28%).
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a
|__Intergénicos | _Intronicos | __Exonicos __|_Antisentido
121 + 110 + 38 + 7

250

4 = 316

b
| Intergénicos _|__Intrénicos _|__Exénicos __|_Antisentido | __Total _| Total en_miRBuse |
140 A 70 A 5 4 35 = 250 250

Intronicos

28%

Antisentido 10%

. 49,
Exénicos 14%
2%

Intergénicos

56%

1}
19%

Figura 10.-NUmeros y porcentajes obtenidos de los miRNAs precursores de C. elegans reclasificados a
partir de su contexto genémico. a Tabla que muestra el nimero total de cada tipo de precursor usando la
clasificacion reportada en miRBase. b Tabla que muestra el nimero total de cada tipo de precursor y ¢ grafico
circular que presenta el porcentaje global de los precursores usando el criterio de clasificacién implementado
en el presente estudio. d Grafico circular que muestra el porcentaje global de los precursores que se

encuentran en los 6 cromosomas del nematodo. Ver detalles en el texto.

7.2.-miRNAs de C. elegans que se encuentran en clUster en su genoma.

Se ha descrito que varios miRNAs pueden transcribirse en claster por lo cual se conto el
numero total que tiene C. elegans [18]. Para ello se localizaron a los miRNAs en su
contexto gendmico, después se seleccionaron los que estan en cluster y que cumplieron con
los siguientes criterios: un cluster tiene al menos 2 precursores, la distancia entre
precursores es <10Kb, se encuentran en la misma hebra y entre ellos no existe otro
promotor. Se encontraron registrados en miRBase 34 cluster mientras que en el presente
estudio con los criterios implementados se registraron 26 como se muestra en la figura 11a.
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Frecuencia

De estos 26 cluster, 18 estan conformados por 2 miembros y solo 1 presenta el mayor
nimero de miembros que es cel-mirc-35 con 7 miembros (ver figura 11b). Por Gltimo se
buscaron los claster en los 6 diferentes cromosomas del nematodo y se encontrd que en
todos los cromosomas hay cluster destacando que el cromosoma X es el que contiene el

mayor porcentaje de ellos (42%) como se muestra en la figura 11c.

Obtenidos de miRBase Obtenidos en este estudio
34 26

18

1 1 1

11%

8%
2 3 4 5 6 7

Numero de miembros

Figura 11.-NUmeros y porcentajes de miRNAs de C. elegans que se encuentran en clUster. a Tabla que
compara el nimero de cluster reportados en miRBase y los reportados en el presente estudio. b Histograma
gue muestra la frecuencia del nimero de miembros que tiene cada cldster. ¢ Grafico circular que muestra el

porcentaje de cluster que tiene cada 1 de los 6 cromosomas del nematodo. Ver detalles en el texto.
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7.3.-Generacion de una base de datos que contiene las secuencias de nucleotidos de los

MiRNAs maduros de C. elegans y de humano.

Una vez conocido el contexto gendmico de los miRNAs de C. elegans, se continud con la
generacion de una base de datos donde se almacend de manera manual las secuencias de
nucleétidos de cada miRNA maduro de C. elegans y de humano registradas en miRBase.
Durante su almacenamiento, se encontr0 una desactualizacion de la informacion de
miRBase por lo cual se curd. Los resultados obtenidos por la curacion se presentan en los
siguientes 3 apartados: 1) numero total de mMIRNAs maduros almacenados, 2)
nomenclatura correcta para los miRNAs maduros y 3) evidencia que apoya la existencia de
cada miRNA maduro. En este primer apartado se muestra el nimero total de miRNAs

maduros almacenados.

Se almacenaron para C. elegans 447 miRNAs maduros y para humanos 2813
miRNAs maduros como se muestra en las figuras 12a y 12b. Estos numeros son diferentes
a los 434 y 2588 que reporta miRBase de C. elegans y de humano respectivamente. La
explicacion del por qué los nimeros son distintos es porque se descargd la secuencia de
nucleodtidos de cada miRNA de manera individual. Se hizo de esta manera porque hay
miRNAS con secuencias idénticas y si se descargan juntas como se muestra en el ejemplo
de la figura 12c, miRBase proporciona solo una secuencia. En este ejemplo el miRNA hsa-
mir-1302 estd en multicopia en el genoma de humano. Si se seleccionan estas copias y se le
pide a la base de datos que proporcione las secuencias de nucle6tidos de los miRNAs
maduros, arroja solo una secuencia en representacion de las 11 copias (ver figura 12c).
Como se observa en la imagen de la izquierda de la figura 12c, las copias tienen un distinto
contexto genémico, lo que sugiere que son copias de un miRNA ancestral [31]. Por este
motivo se continud trabajando con los nimeros obtenidos a partir de las secuencias

almacenadas.
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miRNAs maduros de C. elegans

miRNAs maduros reportados en miRBase

434

miRNAs maduros almacenados

447

miRNAs maduros reportados en miRBase

2588

miRNAs maduros de humano
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>hsa-miR-1302 MIMATO005890
UUGGGACAUACUUAUGCUAAA

Figura 12.-NUmero de secuencias de nucledtidos de miRNAs maduros de C. elegans y de humano que

fueron almacenadas. a y b Tablas que muestran el nimero de secuencias de nucle6tidos de miRNAs

almacenados para C. elegans y para humano respectivamente. ¢ Ejemplo del acceso facilitado por miRBase

para la secuencia de nucleétidos de un miRNA que estd en multicopia. Figura ¢, modificada de miRBase

version 21 en 2017 [25]. Abreviaturas. RPM: nimero promedio de lecturas por millon. Ver detalles en el

texto.
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7.4.-Registro de los miRNAs maduros de C. elegans y de humano con su nomenclatura

correcta.

Cada secuencia de nucle6tidos almacenada se anotd en su nomenclatura si proviene de un
brazo 5p o 3p. Se encontraron MiRNAs registrados en miRBase con una nomenclatura
completa y otros con nomenclatura incompleta donde no se menciona de qué brazo
provienen. Los miRNAs con nomenclatura completa estan reportados como se ejemplifica
en la figura 13b (cuadros del lado derecho) mientras que aquellos que presentan una
nomenclatura incompleta se encuentran registrados como el ejemplo de la figura 13c
(cuadro del lado derecho). Se encontrd que 53 de 447 (12%) de los miRNAs maduros de C.
elegans y 902 de 2813 (32%) de los miRNAs maduros de humano tienen su nomenclatura
incompleta en miRBase (ver figura 13a). Para estos miRNAs se corrigié su nomenclatura
sugiriendo el brazo 5p o 3p de la siguiente forma: se buscé la secuencia madura en la
estructura secundaria del precursor obtenida de miRBase como se sefiala en la figura 13c.
Después, se observd para cada secuencia madura su cercania con los extremos 5'y 3'y a
partir de ello se anotd si eran 5p o 3p en color morado como se muestra en el cuadro

inferior de la figura 13c.

miRNAs maduros con nomenclatura incompleta

C. elegans 53 de 447 12%
Humano 902 de 2813 32%
b
Mature sequence hsa-let-7a-5p
LS MIMAT000006:
Previous 1Ds JiERESE]
hsa-let-7a
sequence [T
gu uuagggucacac
5' uggga gag AguUAEEUUELBUARU <
sten touy (SRS :
ug uagagggucacc
Mature sequence hsa-let-7a-3p
LGS MIMAT0004481
Previous IDs liEHEoEM
Sequence 57 - sacasucuscugucuuue - 77
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hsa-mir-6080

Mature sequence hsa-miR-6080
YT MIMAT0023705

-g cuc g cug u
5' CCUgCgg  UGEEABUGCC BU  GBEC §
1T |

Slenl-lnop 3" gggegeu  fgcccuugegs cg c
ag = g ug WM 36 - [coomuecasgcpoceeg - 56
Nomenclatura incorrecta Nomenclatura correcta
hsa-miR-6080 hsa-miR-6080-3p

Figura 13.-Numeros y porcentajes de miRNAs maduros de C. elegans y de humano de los que se
complet6 su nomenclatura. a Tabla que muestra el nimero y porcentaje total de miRNAs que se completd
su nomenclatura. b Ejemplo de un miRNA obtenido de miRBase que tiene una nomenclatura completa. ¢
Ejemplo de un miRNA maduro obtenido de miRBase que tiene una nomenclatura incompleta y que se
muestra cdmo se completé la misma. Simbologia: fecha verde sefiala la comparacién de la secuencia del
miRNA maduro y su posicién en el pre-miRNA. Figuras de b y de ¢, modificadas de miRBase version 21 en
2016 [25].

7.5.-Registro de la evidencia experimental y de la inferencia bioinformatica que apoya

la existencia de los miRNAs maduros de C. elegans y los de humano.

Durante la descarga de las secuencias de los miRNAs maduros se not6 que su evidencia
experimental ha sido generada por diferentes metodologias y varios miRNAs solo se han
inferido de manera bioinformaética. Se notd que la evidencia experimental ha sido generada
a su vez por 2 tipos de enfoques: experimentos puntuales y experimentos de tipo masivo.
Por su parte, las inferencias bioinforméticas tienen la caracteristica en comdn de predecir
miRNAs en diferentes especies con diferentes programas computacionales. Con estas
observaciones y usando las abreviaturas de la base de datos RegulonDB (ver anexo 1y
tabla 4) se clasifico a cada miRNA en una categoria [59]. A continuacion, se explica el uso
de las abreviaturas para cada una de las categorias en los que fueron clasificados los
miRNAs. Inferido por ensayo directo (IDA): se utilizé para integrar a todos aquellos
experimentos puntuales donde se quiso conocer un miRNA en particular, como por ejemplo
Northen Blot, gRT-PCR, etc. Inferido por experimento (IE): se agruparon estudios con un
enfoque masivo, como secuenciaciones masivas 0 microarreglos. Inferido por analisis
computacional (ICA): se agruparon aquellos miRNAs que solo se han inferido de forma
bioinformaética pero que no se han buscado por métodos experimentales. Todos estos datos

se sumaron dependiendo a la categoria a la que pertenecen y se presentaron los datos
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finales en los Diagramas de Venn de la figura 14. En esta figura los Diagramas de Venn
tienen 2 conjuntos, IDA e IE. Estos conjuntos representan la evidencia experimental (IDA
U IE) mientras que lo que no esta en ellos representa la inferencia computacional o
bioinformatica (ICA). Se observd que 424 de 447 (95%) de los miRNAs maduros de C.
elegans y 2272 de 2813 (80%) de los miRNAs de humano, tienen al menos una evidencia
experimental que apoya su existencia. Dentro de la evidencia experimental se observo que
113 de 447 (25%) de los miRNAs maduros de C. elegans se han estudiado por
experimentos directos (IDA) mientras que para humano son 777 de 2813 (27%) miRNAs
maduros. Por otra parte, los miRNAs maduros que se han encontrado por estudios masivos
(IE) en C. elegans han sido 411 de 447 (92%) mientras que para los miRNAs maduros de
humano han sido 1732 de 2813 (61%). Como hay miRNAs que se han descubierto tanto
por estudios directos como por estudios experimentales masivos se sugirié que tienen una
evidencia robusta. Se observo que para C. elegans 100 de 447 (22%) tienen una evidencia
robusta mientras que los de humano son 237 de 2813 (8%), como se observa en las
intersecciones mostradas en los Diagramas de Venn o en las tablas donde se presentan
como IDA N IE.

a C. elegans ¢ Humano

ICA ICA
23 541

b d

5% 3% 22% 70% 20% 19% 8% 53%

Figura 14.-NUmeros y porcentajes de miRNAs maduros de C. elegans y de humano clasificados en una
categoria de acuerdo a la evidencia experimental que apoya su existencia. a Diagrama de Venn y b tabla
gue muestran los nimeros y porcentajes respectivamente de los miRNAs del nematodo que se clasificaron en
las diferentes categorias. ¢ Diagrama de Venn y d tabla que muestran los ndmeros y porcentajes
respectivamente de los miRNAs de humano que se clasificaron en las diferentes categorias. Abreviaturas.
IDA: Inferido por ensayo directo. IE: Inferido por experimento. ICA: Inferido por andlisis computacional. Ver
detalles en el texto.
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7.6.-miRNAs precursores de C. elegans que presentan homologia con los miRNAs

precursores de los organismos del Filo Nematoda.

Después del almacenamiento de las secuencias de nucleétidos se continud su comparacion
para encontrar miRNAs candidatos entre C. elegans y humano que puedan ser homologos.
Para ello se sigui6 una estrategia general usada en estudios evolutivos, primero se compard
con organismos cercanos filogenéticamente al organismo de interés y después con
organismos alejados. Aqui se estudiaron primero nematodos y después organismos alejados
filogenéticamente a C. elegans. En esta parte del estudio se trabajé con la informacion
reportada en miRBase y Wormbase, utilizando solo a los miRNAs precursores. Para la
ultima parte de este estudio comparativo, se analizaron los miRNAs maduros que habian
sido previamente almacenados. En este apartado se muestran los resultados obtenidos

sobre las familias de miRNAs reportadas que hay en el Filo Nematoda.

En la figura 15a se muestra un arbol filogenético construido a partir del gen rRNA
18S de todos los miembros del Filo Nematoda disponibles en miRBase y estd la rana
Xenopus tropicalis como un organismo alejado a este Filo. Se observo que los organismos
del género Caenorhabditis se agrupan en ramas cercanas a C. elegans sugiriendo que tienen
una cercania filogenética mientras que los demdas organismos no, sugiriendo que estan
alejados filogenéticamente de éste. Después en la figural5b se agregd una tabla con 2
porcentajes de similitud donde se observé que todos los nematodos presentan miRNAS
homologos con C. elegans. El primer porcentaje se obtuvo a partir de los miRNAS
precursores de C. elegans que presentan homologia con los miRNAs precursores de cada
nematodo presentado. Se encontr que C. elegans tiene un mayor porcentaje de similitud
con el nematodo Caenorhabditis briggsae (43%) mientras que con el que tiene el menor
porcentaje de similitud es con el nematodo Strongyloides ratti (16%). El segundo
porcentaje se obtuvo a partir de los miRNAs precursores gque tiene cada nematodo y que
presentan homologia con los miRNAs de C. elegans. Se encontré que los miembros del
género Caenorhabditis tienen un mayor porcentaje de similitud con C. elegans (en
promedio 81%), comparando sus porcentajes con los demas nematodos, lo que confirma

que estan cercanos filogenéticamente como muestra en la figura 15a.
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Xenopus tropicalis

— Haemonchus contortits

Ascaris suum

Pristionchus pacificus

Strongyloides ratti

Panagrellus redivivus

Brugia malayi

Caenorhabditis brenneri

Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis remanei

Caenorhabditis briggsae

Porcentaje de similitud de:

Organismo
C. elegans con este organismo este organismo con C. elegans

Ascaris suum 20% 48%
Brugia malayi 16% 30%
Caenorhabditis brenneri 38% 82%
Caenorhabditis briggsae 43% 81%
Caenorhabditis remanei 42% 80%
Haemonchus contortus 20% 22%
Pristionchus pacificus 22% 18%
Panagrellus redivivus 21% 19%
Strongyloides ratti 16% 28%

Figura 15.-Porcentajes de similitud con respecto a miRNAs precursores de C. elegans que presentan
homologia con los miRNAs precursores de miembros del Filo Nematoda. a Arbol filogenético del Filo
Nematoda. b Tabla que muestra porcentajes de similitud. Primera columna: imagen representativa del
organismo evaluado y su nombre cientifico. Segunda y tercera columna: muestran 2 porcentajes de similitud.
Las imégenes no estan a escala y fueron tomadas de las referencias que se citan a continuacion [72-79]. Ver

detalles en el texto.
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7.7.-miRNAs precursores de C. elegans que presentan homologia con los miRNAS

precursores de organismos que no pertenecen a su Filo.

Después se buscaron los miRNAs de C. elegans que presentan homologia con miRNAs de
organismos que no pertenecen a su Filo. Se analizaron a los siguientes organismos
bilaterias: la planaria Schmidtea mediterranea, el molusco Lottia gigantea, la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster, la rana X. tropicalis, el pez cebra Danio rerio, el pollo
Gallus gallus, el ratbn Mus musculus y el humano (Homo sapiens). Ademas, se analizd un
organismo no bilateria que es la anémona Nematostella vectensis. Se elaboré un arbol
filogenético con estos organismos, pero se obtuvo un arbol que mezclé organismos

invertebrados con vertebrados (datos no mostrados).

Se prosiguid a estudiar la homologia de los miRNAs precursores de C. elegans y se
obtuvo lo que se muestra en la figura 16. En esta figura se graficaron los porcentaje de
similitud obtenidos. Se afiadi6 el porcentaje de similitud de C. briggsae como representante
del Filo Nematoda. Se encontr6 que todos estos organismos presentan miRNAS precursores
homologos con C. elegans. En la figura 16a se graficé el porcentaje de similitud que tiene
C. elegans con los deméas organismos evaluados y se observo que C. elegans tienen un
porcentaje de similitud en promedio del 11% excepto con el nematodo C. briggsae y con la
anémona N.vectensis. Con esta anémona tiene un porcentaje de similitud del 1%. En la
figura 16b se graficaron los porcentajes de similitud que tiene cada organismo evaluado,
con C. elegans. ElI molusco L. gigantea es el organismo alejado al Filo Nematoda que tiene
el mayor porcentaje de similitud (41%). También se observé en la figura 16b que los
vertebrados X. tropicalis y D. rerio tienen un mayor porcentaje de similitud con C. elegans
comparando con el porcentaje de similitud obtenido del invertebrado D. melanogaster
(30%, 26% y 11% respectivamente).
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Figura 16.-Porcentajes de similitud con respecto a miRNAs precursores de C. elegans que presentan
homologia con los miRNAs precursores de organismos alejados a su Filo. a Histograma y tabla que
muestran los porcentajes de similitud de C. elegans con cada organismo evaluado. b Histograma y tabla que
muestran los porcentajes de similitud de cada organismo con C. elegans. Las imagenes no estan a escala. Las

imagenes se tomaron y se modificaron de las siguientes referencias [17,80-85]. Ver detalles en el texto.
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7.8.-Familias de miRNAs maduros en C. elegans y en humano.

Se buscaron miRNAs homologos entre C. elegans y humano utilizando las secuencias de
nucleotidos de los miRNAs maduros previamente almacenadas. Se obtuvo la region-semilla
(2-7) de todos los miRNAs 5p y 3p, y se agruparon en familias. En los siguientes 2
apartados se expondran los resultados que se obtuvieron. En este primer apartado se
presentaran los resultados de las familias de miRNAs que se registraron para cada

organismo.

Con el criterio de region-semilla idéntica se agruparon en C. elegans 161 de 447
miRNAs maduros en 55 familias como se muestra en la figura 17a. Estos grupos contienen
al 36% de todos los miRNAs maduros de este nematodo. Para humanos se agruparon 1932
de 2813 miRNAs maduros en 624 familias que representan el 69% (ver figura 17a). En los
2 organismos se encontrd que las familias con mayor frecuencia son las que tienen 2
miembros como se observa en las figuras 17b y 17c. En C. elegans se agruparon 32
familias con 2 miembros (mas de la mitad de las familias) y en humanos 340 familias
(cerca de la mitad de todas las familias). La familia con el mayor niUmero de miembros en
C. elegans fue cel-miR-35 con 8 miembros mientras que en humano fue hsa-miR-548a con

35 miembros.

Cada familia formada se almaceno con informacion como se ejemplifico en la tabla
7 del apartado 6.8 de la metodologia. Se sugirié6 un nombre a cada familia comparando
con lo reportado en miRBase, asi como también se comparé la evidencia experimental y la
inferencia bioinformatica que apoya la existencia de cada miRNA agrupado. Se encontrd
para cada familia distinta informacion como la siguiente: hubo familias que todos sus
miembros se han estudiado de forma experimental, en otras familias sus miembros solo se
han predicho y otras familias tienen miembros tanto predichos como validados de forma

experimental.
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Figura 17.-NUmero de familias de miRNAs maduros presentes en C. elegans y humano. a Tabla que
muestra los nimeros y porcentajes de las familias de miRNAs de cada organismo. b y ¢ Histogramas que
muestran la frecuencia del nimero de miembros que tiene cada familia, en C. elegans y humano

respectivamente. Ver detalles en el texto.
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7.9.-Familias de miRNAs maduros que tienen miRNAs tanto de C. elegans como de

humano.

Usando la misma estrategia para agrupar familias para C. elegans y para humano, se
agruparon familias que tuvieron miRNAs maduros de los 2 organismos. Se encontraron 160
familias con diferente nUmero de miembros en los 2 organismos y se anotaron en el anexo
3. En este anexo se presenta el nombre de cada miRNA encontrado y la region-semilla que

se analizo.

En cuanto a numeros y porcentajes totales se encontrd lo que se presenta en la
figura 18. En el histograma de la figura 18a las barras verdes muestran el porcentaje de
similitud que tiene C. elegans con el humano y las barras azules muestran el porcentaje de
similitud que tiene el humano con C. elegans. Primero se graficaron los porcentajes de
similitud obtenidos en la figura 16 que corresponden a un analisis realizado con el uso de
las bases de datos miRBase y Wormbase. Como se observa en las primeras 2 barras de la
figura 18a, usando estas bases de datos se sugiere que el 11% de los miRNAs de C.
elegans presentan homologia con el 3% de los miRNAs de humano. En las barras de lado
derecho de la figura 18a se graficé el porcentaje de similitud a partir de miRNAs maduros
que presentan una region-semilla idéntica tanto en C. elegans como en humano. Se
encontrd que el 50% de los miRNAs maduros de C. elegans contienen una region-semilla
que también se encontr6 en el 12% de los miRNAs maduros de humano. El 50% se obtuvo
de 226 de 447 miRNAs maduros y el 12% se obtuvo de 332 de 2813 miRNAs maduros

como se muestra en la figura 18b.

Cada familia formada se almacen6 como se ejemplifico en la tabla 7 del apartado
6.8 de la metodologia. Para cada familia la informacion de la clasificacion de la evidencia
que apoya la existencia de cada miRNA fue similar a la que se obtuvo para las familias de
cada organismo por separado, pero ademas se encontraron varias familias que los miembros
de un organismo solo se han inferido de manera bioinformatica mientras que los miembros
del otro organismo tienen al menos una evidencia experimental. Hubo familias donde sus
miembros en los 2 organismos solo se han predicho de forma bioinformética pero en otros

organismos se han visto de manera experimental.
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elegans
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C. elegans Humano
226 de 447 miRNAs maduros 332 de 2813 miRNAs maduros
50% de similitud 12% de similitud

Figura 18.-Comparacion de los datos de miRBase y Wormbase con este estudio sobre los miRNAs de C.
elegans que se agrupan en familias con los mMiRNAs de humano. a Histograma que muestra 2 porcentajes
de similitud: 1) usando solo las bases de datos y 2) comparando la region-semilla de los miRNAs. b Tabla que
muestra el nimero y porcentaje de miRNAs maduros de C. elegans y de humano que tienen la misma region-
semilla. Cddigo de colores. Barra verde: Porcentaje de similitud de los miRNAs de C. elegans con los de
humano. Barra azul: Porcentaje de similitud de los miRNAs de humano con los de C. elegans. Las imagenes

no estan a escala. Las imagenes se tomaron y se modificaron de las siguientes referencias [17,75]. Ver
detalles en el texto.
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7.10.-Documentos de la base de datos generada en el presente estudio.

Con todos los resultados expuestos hasta ahora se termin0 la base de datos. Esta base de
datos consta de distintos documentos con diferentes titulos como se presenta en la tabla 9.
La informacion que contienen los documentos 6, 7 y 9 no ha sido expuesta en los resultados
hasta el momento. El documento 6 tiene informacion general de los genes hospederos de
los miRNAs intronicos y exonicos, destacando su participacion en el metabolismo o en
diferentes procesos celulares del nematodo. EI documento 7 tiene almacenado los cluster
identificados y el nombre propuesto para cada uno, usando la nomenclatura actual resumida
en la figura 9 del aparado 6.3. EI documento 9 tiene una comparacion del nimero de
blancos que se predicen para los miRNAs maduros de C. elegans en diferentes bases de

datos, destacando que para varios de sus miRNAs se desconocen sus blancos.

En los documentos 12-14 se encuentran registradas las familias reportadas. En este
estudio se encontraron 2 tipos de familias: 1) familias ya reportadas en la literatura con
nuevos miembros y 2) nuevas familias. Para la Gltima parte de este trabajo, se estudiaron

varias familias de los 2 tipos que son de interés actual en nuestro laboratorio.

1 Informacion registrada en miRBase sobre los miRNAs de C. elegans.

2 Clasificacion de miRNAs precursores de C. elegans a partir de lo reportado en miRBase.

3 miRNAs precursores intergénicos de C. elegans obtenidos en este estudio.

4 Clasificacion de los miRNAs precursores de C. elegans con el criterio de este estudio.

5 Numeros totales de los miRNAs precursores de C elegans clasificados con el criterio de este estudio.
6 Informacion de los genes hospederos de los miRNAs intronicos y exénicos de C.elegans.

7 Los cluster que tiene C. elegans.

8 miRNAs precursores de C. elegans que tienen miRNAs homoélogos en diferentes organismos.
9 Numero de blancos predichos para los miRNAs maduros de C. elegans.

10 Actualizacion de la nomenclatura de los miRNAs maduros de C. elegans y de humano.

11 Clasificacion de la evidencia experimental de los miRNAs maduros de C. elegans y de humano.
12 Familias de miRNAs maduros de C. elegans.

13 Familias de miRNAs maduros de humano.

14 Familias de miRNAs maduros que tienen miembros tanto de C. elegans como de humano.

Tabla 9.-Nombre de los documentos de la base de datos generada en este estudio.

51




7.11.-miRNAs maduros que tienen una acumulacion diferencial en un ayuno de 12h
en el estadio larvario L4 de C. elegans que presentan una region-semilla idéntica con

mMiRNAs maduros de humano.

En nuestro laboratorio se hizo secuenciacion masiva de miRNAs. Las muestras se
obtuvieron de gusanos L4 en un ayuno de 12h y de controles normales en el mismo estadio
de desarrollo. La secuenciacién masiva arrojo una lista de miRNAs maduros de los cuales
15 cambiaron su acumulacion de forma positiva (+) o negativa (-) 4 veces comparado al
control, de manera significativa [10,57]. En el presente estudio se buscaron sus regiones-
semillas en los mMiRNAs maduros de humano y se encontré que 11 de los 15 miRNAs
presentaron una region-semilla idéntica con miRNAs maduros de humano (ver tabla 10).
Se notd que casi todos los miRNAs de C. elegans tienen una region-semilla en el mismo
brazo que los miRNAs de humano excepto cel-miR-39-5p y cel-miR-246-3p (ver tabla 10).
También se notd que el tipo de evidencia que apoya la existencia de cada miRNA de
humano es de tipo experimental excepto para hsa-miR-203a-5p porque solo se ha inferido

de forma bioinformatica (ver tabla 10).

GUGGAAACUAGCAGU
GUGAAAAUUCGCAUG
GUGAACACUUGCAGU
GAGAAAAACUGGAGU
GUGUAAAUCAGCUUG
GUGUACAUCAGCUAA
GUGAAAAAUCACCUA
CCACCGGGGGAUGAAUGUCAC miR-181d-3p Secuenciacién masiva.

miR-35-3p (+)
miR-36-3p (+)
miR-37-3p (+)
miR-38-3p (+)
miR-39-3p (+)
miR-40-3p (+)
miR-41-3p (+)

miR-39-5p (+) AGCUGAUUUCGUCUUGGUAAUA

UGCUGAUGGCAGAUGUCGGGUCUG miR-8075-3p Secuenciacién masiva.
miR-41-5p (+) GGUGGUUUUUCUCUGCAGUGAUA

AGUGGUUCUUAACAGUUCAACAGUU miR-203a-5p Inferido de forma bioinformatica.
GGUGGUUGAGGCUGCAGUAAGU miR-1273g-5p RT-PCR.

miR-240-5p (+) CGAGGAUUUUGAGACUAGAAUGC
AGAGGAUACCCUUUGUAUGUU miR-1185-1-5p Clonacion.
AGAGGAUACCCUUUGUAUGUU miR-1185-2-5p Clonacion.
UGAGGAUGGAUAGCAAGGAAGCC miR-3605-5p Secuenciacion masiva.
UGAGGAUAUGGCAGGGAAGGGGA miR-3679-5p Secuenciacién masiva.

miR-246-3p (+) UUACAUGUUUCGGGUAGGAGC
AUACAUGUCAGAUUGUAUGCC miR-4666a-5p Secuenciacion masiva.
miR-34-3p (+) ACGGCUACCUUCACUGCCACCC
miR-4813-5p (+) AGACUAUCUAGGAAAUAUUGAACU
miR-85-5p (-) CCGAUUUUUCAAUAGUUUGAAAC
let-7-3p (-) CUAUGCAAUUUUCUACCUUACC

Tabla 10.-miRNAs maduros de C. elegans que cambiaron su acumulacién de forma significativa en una
condicién de ayuno de 12h en L4 que presentan una regidon-semilla que se encuentra en miRNAs
maduros de humano. La primera columna contiene los miRNAs de C. elegans; la segunda columna la
secuencia de nucleétidos de cada miRNA maduro y se resalta con rojo o azul la regidn-semilla encontrada en
los 2 organismos; la tercera columna contiene los mMiRNAs de humano y la cuarta columna la evidencia que
apoya la existencia de cada miRNA de humano. Abreviaturas: cel: C. elegans, hsa: H. sapiens. Ver detalles en

el texto.
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7.12.-Clasificacion de la familia de cel-miR-35 y de hsa-mir-181d.

En la tabla 10 resaltdé que los miembros del clister cel-miRc-35 tuvieron una region-
semilla idéntica con el mIRNA hsa-miR-181d-3p. Previamente en el apartado 7.2 se
enuncié que cel-miRc-35 es el clUster que tiene el mayor numero de miembros en C.
elegans con 7 miembros y en el apartado 7.8 se menciond que la familia de miRNAs mas
grande que tiene C. elegans es la de cel-miR-35 con 8 miembros. Con estas observaciones
se desed conocer a fondo sobre esta familia. Para iniciar se compararon las clasificaciones
de la familia cel-miR-35 y de hsa-miR-181-3p de acuerdo a su contexto genémico. Como
se muestra en la figura 19a la familia cel-mir-35 se encuentra en 2 clUster distribuidos en el
cromosoma |1, el primero es cel-mirc-35 mientras que el segundo es cel-mirc-42 (mir-42, -
43y -44, donde mir-43 y -44 no pertenecen a esta familia). En miRBase estan clasificados
como intrénicos y exonicos antisentido de los genes Y62F5A.9 y ZK930.9 respectivamente
[25]. Estos 2 cluster fueron nombrados intergénicos porque sobre los genes Y62F5A.9 y
ZK930.9 no hay informacion disponible. Para hsa-mir-181d se busco su clasificacion en
Ensembl porque proporciona mapas genémicos de humano [65]. Se encontr6 localizado en
el cromosoma 19 de humano, clasificado como exdnico embebido en el cuerpo de un gen
que se transcribe a un ncRNA Ilamado NANOS3-003, y esta en cllster con hsa-mir-181c
como se muestra en la figura 19b [65]. EI miRNA hsa-mir-181c no presenta la region-
semilla CACCGG de la familia de cel-miR-35 y de hsa-miR-181d-3p.

a

Cromosoma IT

de €. eleg . . e .
© - elegans Cluster cel-mirc-35 Cluster cel-mirc-42

l_.l | I I I I R I!l_. 1 | I |
| 1T 1T 1T 1 [ | T 1

mir-35 mir-36 mir-37 mir-38 mir-39 mir-40 mir-41 mir-42

b

Cromosoma 19
de humano

NANOS3-003

[ C

mir-181d

Figura 19.-Clasificacion de la familia cel-mir-35 y de hsa-mir-181d. a cluster de cel-mirc-35 y de cel-mirc-
42. b ncRNA NANOS3-003 tiene embebido a hsa-mir-181c y hsa-mir-181d. Cédigo de colores. Nombres
resaltados en negro son miRNAs que tienen una region-semilla CACCGG. Nombres en gris son miRNAs que

no tienen una region-semilla CACCGG. Ver detalles en el texto [65].
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7.13.-miRNAs homologos de la familia cel-miR-35 y de hsa-mir-181d en organismos

bilateria.

Se buscaron miRNAs con la region-semilla CACCGG en los organismos estudiados en las
figuras 15 y 16. Se encontraron miembros de la familia de miR-35 en todos los nematodos
y en la planaria S. mediterranea. Como se muestra en la tabla 11, los nematodos tienen
varios miRNAs con esta region-semilla destacando que los Caenorhabditis tienen el mayor
numero de miRNAs, comparando con los demas organismos presentados en esta tabla.
Después se descargaron los miRNAs precursores de los organismos evaluados en la
figural6 excepto para la planaria S. mediterranea. Se buscé en estos precursores la region-
semilla CACCGG vy se encontrd en el molusco L. gigantea a los miRNAs precursores Igi-
mir-96b y Igi-mir-182 con una secuencia CACCGG en el brazo 3p. También se encontré en
el pez cebra al miRNA precursor dre-mir-731 que presenta la misma secuencia en el brazo
3p. Después se buscé en miRBase el miRNA precursor mir-181d y se encontré un miRNA
precursor en casi todos los organismos vertebrados sefialados en la tabla 11 excepto en el
pez cebra. En estos precursores se buscé la region CACCGG y se encontro en el brazo 3p.
Para todos estos miRNAs precursores encontrados excepto lgi-mir-96b, se encontré una G
contigua a la region-semilla CACCGG, la misma caracteristica que presentan todos los
miembros de cel-miRc-35 y hsa-miR-181d-3p (ver tabla 10).
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Homo sapiens (humano) 1
Gorilla gorilla (gorila) 1
8 Pan troglodytes (chimpancé) 1
"g Macaca mulatia (macaco) 1
—
D
ot Rattus norvegicus (rata) 1
g Mus musculus (raton) 1
Cricetulus griseus (hamster de China) 1
Tupaia chinensis 1
o] Danio rerio (pez cebra) 1
g®
s
:C—j Ascaris suum 6
aa Brugia malayi 4
Caenorhabditis brenneri 26
8 Caenorhabditis briggsae 29
o
rg 8 Caenorhabditis elegans 8
Fg g Caenorhabditis remanei 20
= O
o Z Haemonchus contortus 5
§ Pristionchus pacificus 6
(w Panagrellus redivivus 6
[
Strongyloides ratti 3
Lottia gigantea (molusco) 2
Schmidtea mediterranea (planaria) 3

Tabla 11.-Organismos bilateria que tienen miRNAs precursores con la regién-semilla CACCGG. Ver

detalles en el texto.
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7.14.-Blancos reportados de forma bioinformatica o de manera experimental para la

familia de cel-miR-35 y para hsa-miR-181d-3p.

Se compararon los blancos registrados para la familia de cel-miR-35 y para hsa-miR-181d-
3p. Para ello se utiliz6 el documento 9 que se muestra en la tabla 9 para buscar el numero
de blancos que se han predicho para la familia de cel-miR-35. Se compar6 el numero de
blancos predichos con los blancos reportados experimentalmente hasta la fecha para esta
familia y se encontré lo que se ilustra en la figura 20. Para la familia de cel-miR-35 se
encontré que por métodos bioinformaticos en la base de datos TargetScanWorm se le
predicen 89 mRNAs blancos [67]. De manera experimental se han sugerido 6 blancos como
se muestra en la figura 20a. En la figura20b se agreg6 el tipo de regulacion que tiene la
familia de cel-miR-35 sobre estos blancos. Después se buscaron blancos predichos por
métodos bioinformaticos o blancos sugeridos de manera experimental para hsa-miR-181d-
3p pero no se encontré ningdn registro como se muestra en la figura 20c por lo tanto no se

puedo comparar ningun blanco.
a

Predichos (TargetScanWorm) Sugeridos experimentalmente
89 6

gld-1/Qki

Familia e fin-23/Fbxw1]

) . ?
cel-miR-35 _I sup-26/Rbms3 Familia 'y /) 35p0

\l cel-miR-35
\ egl-1/BH3
nhl-2/Trim45

Predichos Sugeridos experimentalmente

No registrados
Figura 20.-Blancos predichos y validados para la familia de cel-miR-35 y para hsa-miR-181d-3p. a
Resumen del nimero de blancos predichos en TargetScanWorm y los validados experimentalmente para la
familia cel-miR-35. b Tipo de regulacion de los blancos sugeridos experimentalmente para la familia de cel-
miR-35. ¢ Resumen de los blancos predichos o sugeridos de manera experimental para hsa-miR-181d-3p. Ver
detalles en el texto. a 'y ¢ informacién tomada de las siguientes referencias [25,67]. b informacion tomada de

las siguientes referencias [67-71,86-88].

56




7.15.-Blancos sugeridos en la literatura para la familia de cel-miR-35 y predichos para
hsa-miR-181d-3p.

Se realiz6 una comparacion de las secuencias de nucleotidos de los miembros de la familia
de cel-miR-35 con hsa-miR-181d-3p. Como se muestra en la figura 21a ademas de tener la
region-semilla idéntica, hay nucle6tidos (en color verde) que estdn en la misma posicion
comparando el miRNA de humano con los miembros de la familia de cel-miR-35. Después
se realiz6 una prediccion de blancos para hsa-miR-181d-3p. Para ello se busco la region
con la que hibrida la region-semilla CACCGG. Como se observa en la figura 21b las
predicciones bioinformaticas de cel-miR-35-3p con sus blancos reportados de forma
experimental 1in-23, sup-26, egl-1 y nhl-2, muestran la secuencia con la que hibrida la
region-semilla CACCGG [67-70]. Sin embargo, gld-1 no tiene una hibridacion igual a los
demas blancos y en el caso de lin-35 no se encontrd ninguna prediccidn [68,86]. Después se
buscaron los homologos en humanos de todos los blancos sugeridos para la familia cel-
miR-35 y se buscd en sus secuencias de nucleotidos la region complementaria para la
region-semilla CACCGG, pero no se encontrd presente en ninguno de ellos. Por altimo, se
realizd una prediccion bioinformatica sobre la hibridacién entre hsa-miR-181d-3p y su gen
hospedero NANOS3-003. Este gen se sugiere que se transcribe a un ncRNA [65]. Como se
muestra en la figura 21c se encontraron 3 posibles sitios de hibridacién de hsa-miR-181d-
3p con este ncRNA lo que sugiere que puede ser regulado por este ncRNA, puede regularlo
0 ambos. Como se mostro en la figura 19b, NANOS3-003 tiene embebido 2 miRNAs: hsa-
mir-181c y hsa-mir181d. En la figura 21c se sefial6 la ubicacion de estos miRNAs con las
rayas amarillas y destacd que estdn cercanos al segundo sitio que se predice que puede
hibridar con hsa-miR-181d-3p.
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a I UTRdegld-l 5 CCUGUAGAAUCUUCCCGGUU 3
celmiR-35-3p ~ UCACCEGGUGGAAACUAGCAGU UJ | | | | | |
celmiR-36-3p ~ UCACCGGGUGAAAAUUCGCAUG cel-miR-35-3p 3 CAAAGGUGGGCCACU '
cel-miR-37-3p  UCACCGGGUGAACACUUGCAGU

cel-miR-38-3p  UCACCGGGAGAAAAACUGGAGU

cel-miR-39-3p UCACCEGEUGUAAAUCAGCUUG 3'UTR de lin-23 5 UACUGAUCUUCAACCGGUG  3'
celmiR403p  UCACCGGGUGUACAUCAGCUAA . | | |: | |: || | | | || |
cel-miR-413p  UCACCGGGUGAAAAAUCACCUA cel-miR-35-3p  3' UGACGAUCAAAGGUGGGCCACU  §'
cel-miR-42-3p  UCACCGGGUUAACAUCUACAGA

sa-miR-181d-3; CCACCGGGGGAUGAAUGUCAC

si-mt h e sup- o
" r 3'UTR de sup-26 5' AUUCUCCUUUCCUCGCCCGGUGA! 3

cel-miR-35-3p  3' UGACGAUCAAAGGUGGGCCACU

3' UTR de egl-1 5' UGAUUUCUCAUAAUACCCGGUGUU 3'

cel-miR-35-3p 3' UGACGAUCAAAGGUGGGCCACU &'

3' UTR de nhi-2 5' CGCCUUUUUGUUGUCCCCGGUGUU 3'

cel-miR-35-3p 3' UGACGAUCARAAGGUGGGCCACU §'

NANOS3-003

(3213-3239) (12917-12943) (15476-15503)

5 3
hsa-mir-181¢ hsa-mir-181d
CAUCCCCCGAGUGCGUCCCTcl;IljtTCGc GGAAUUGCCAUCCUCCUGCCGGUGAC CCAGAGCCATTGTUGGAGTTTTTTUCA
3' CACUGUAAGUAGGGGGCCACC 5 3' CACUGUAAGUAGGGGGCCACC 5 3' CACUGUARGUAGGGGGCCACC 5
hsa-miR-181d-3p hsa-miR-181d-3p hsa-miR-181d-3p

Figura 21.-Prediccion bioinformatica de blancos para la familia de cel-miR-35 y para hsa-miR-181d-3p.
a Comparacion de secuencias de nucle6tidos de la familia de cel-miR-35 y de hsa-miR-181d-3p b Prediccién
de la hibridacion de cel-miR-35 con secuencias en el 3' UTR de los mRNAs de gld-1, lin-23, sup-26, egl-1 y
nhl-2. ¢ Esquema que muestra los sitios del ncRNA NANOS3-003 que pueden hibridar con hsa-miR-181d-3p.
Codigo de colores. Azul: regién-semilla. Verde: nucledtido que esta presente en la misma posicién
comparando los miRNAs del nematodo con el de humano y que no es parte de la regién-semilla. Simbologia.

Una raya "I" muestra un apareamiento tipo Watson y Crick. Dos puntos ":" representa un apareamiento débil
no Watson y Crick. Rayas amarillas y flechas verdes sefialan la ubicacién de los miRNAs precursores hsa-
mirl81c y hsa-mirl81d. Los numeros entre paréntesis sefialan las regiones que abarcan los sitios utilizados
para mostrar la hibridacion que presenta NANOS3-003 con hsa-miR-181-3p. Figuras de b se modificaron de

las siguientes referencias [67-70]. Ver detalles en el texto.
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7.16.-Funciones reportadas para la familia de let-7 en C. elegans y en humano.

Por ultimo, se analizaron las siguientes familias: let-7, lin4/miR-125, miR-1, miR-9/miR-
75, miR-34, miR-100/miR-51 y miR-124 lo cual se expondré en los siguientes apartados.
En cada apartado se menciona la informacién que tienen las tablas 12-18. Estas tablas
contienen lo siguiente: el gen miRNA (nombre con el que se conoce en C. elegans y en
humano). Se presentan las secuencias de nucledtidos de los miRNAs maduros citados y se
sefiala en ellas la regién-semilla dependiendo del brazo al que se hace referencia (rojo si es
5p y azul si es 3p). Ademas, se remarcan con verde los nucledtidos que estan en la misma
posicion comparando las secuencias de nucleétidos de los mMiRNAs de los 2 organismos. Se
anota informacion generada para cada miRNA que puede tener lo siguiente: etapa de
desarrollo en la que se expresa, enfermedades en las que ha sido relacionado, blancos
sugeridos o comprobados en la literatura. Cada tabla estd ordenada para presentar en las
primeras filas los miRNAs de C. elegans y después los de humano. Los miRNAs maduros
que tienen un asterisco antes del nombre (*miR-X) son nuevos miembros de la familia que
se encontraron en este estudio, mientras que los que tienen 2 asteriscos antes del nombre
del miRNA (**miR-X), significa que ese miRNA no pertenece a los organismos de interés

pero se afiadié informacidn que se obtuvo de otro organismo.

En este aparatado se expondran los resultados obtenidos para la familia de let-7. Se
encontraron diferentes miembros de su familia presentes en los organismos bilateria
estudiados en las figuras 15 y 16. Para la familia de let-7 en C. elegans se encontraron 7
miembros ya reportados en la literatura, mientras que en humanos se encontraron 13 como
se muestra en la tabla 12 de los cuales miR-202-3p, miR-4458-5p y miR-4500-3p no se
han reportado parte de esta familia. Esta familia fue la mas grande que se obtuvo ordenando
regiones-semillas entre los 2 organismos. Los miRNAs que tienen el nombre de let-7 en la
tabla 12, son idénticos en los 22-nt o solo presentan maximo 4 nucle6tidos diferentes. En
cuanto a funciones se encontré que la familia de let-7 participa en procesos de
diferenciacion [64,90,91]. Como se muestra en la tabla 12 se encontr6 que regula de forma
negativa varios mRNAs que participan en la proliferacion celular en distintos tipos
celulares en humanos, ademas participa en la regulacion de la via de la insulina en humanos
[90-91].
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G

en |,
HRVA miRNA maduro

let-7-3p
miR-48-5p
miR-84-5p
miR-241-5p
cel
mik-793-3p

niR-T94:5p
miR-T95-5p

let-Ta-1-3p

let-Ta-2-3p

let-Ta-3-5p

let-7b-p

let-Te-3p

let-7d-3p

let-Te-3p

hsa e
let-7£:2-3p
let-Tg-3p
let-Ti-5p
mR-%-5p

*miR-202-3p

miR-4438-5p

*miR-4300-3p

Secuencia madura

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGGCUCAGUAGAUGCGA

UGAGGUAGUAUGUAAUAUUGUAGA

UGAGGUAGGUGCGAGAAAUGA
UGAGGUAUCUUAGUUAGACAGA
UGAGGUAAUCAUCGUUGLCACU

UGAGGUAGAUUGAUCAGCGAGCUU

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUY
UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU
AGAGGUAUAGGGCAUGGGAA
AGAGGUAGGUGUGGAAGAA
UGAGGUAGUAGUUUCUU

Informacion

v 1et-T: necesario para |a transicion d larvas L4 a gusanos adultos, ademds de ser importante para la viabilidad [64].
v et se wne al 3' UTR. de fin-41, regula dz manera negativa su traduceion en L4 y en efapa adulta [64].

v miR-48: controla las decisiones del destino celular de [a vulva y Ia hipodermis durante el desarrollo larvario [64].
v miR-84 y mR-241 controlan Ia transicion L2/L3 y Ia transicion larvaria a adulto [64].

v miR-84: su sobreexpresion ocasiona anormalidades en [a vulva [64)]

v let-T, mR-48 y miR-241: presentan sitios de union enlos 3' UTR de DAF-12y hbl-] [26].

v 1et-T: regula de forma positiva el procesamienio del pri-miRNA d let-7 dependiente de Drosha [22].

v Familia de let-T: se ha sugerido que regula varios aspectos del metabolismo de la glucosa [89].

v e-Th: en céhulas p del pncreas regula unto con miR-124 I seerecion de insulina [89)].

v 1etT: se sugiere que en hepatocitos puede disminuir Ia accion de la insulina. Desregula la via de seffalizacion de PI3K
regulando de forma negativa la traduccion del receptor de insulina (IR), el receptor del factor de crecmiento-1 similar
al de insulina (IGF-IR) y el substrato-2 del receptor de msulina (IRS-2) [89].

Y Familia de -7 reprime el ciclo celular regulando d forma negafiva la traduccidn de genes que promueven la
prolferacton como CDK6, CDC234 y CDC34 [89].

V' -7 se ha sugerido que regula a diferenciacion de adipocitos [90].

v et se ha reportado que es un miRNA supresor tumoral que puede regular de forma negativa a oncogenes como Ras,
Mye, HMGA2 y ciclina D[91].

Tabla 12.-Familia de let-7. *miRNA que no se ha reportado como miembro de esta familia. Abreviaturas. 3'

UTR: Region del 3' no traducido. let: gen tipo letal. lin: linaje celular anormal. DAF: formacion de dauer

anormal. hbl: homdlogo a hunchback. PI3K: Cinasa 3 de fosfoinositidos. CDK: cinasa dependiente de ciclina.
CDC: "Cell division cycle". HMGAZ2: Proteina que pertenece al grupo de alta movilidad (HMG) "AT-hook

2". Ver detalles en el texto.
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7.17.-Funciones reportadas para la familia de lin4/miR-125 en C. elegans y en

humano.

Para esta familia se encontraron diferentes miembros de su familia presentes en los
organismos bilateria estudiados en las figuras 15 y 16. En C. elegans se encontraron solo 2
miembros como esta reportado en la literatura, mientras que en humanos se registraron 6
miembros como se ve en la tabla 13 de los cuales miR-345-3p, miR-4319-5p y miR-4732-
3p no se han reportado que sean miembros de esta familia. Se encontr6 que lin-4-5p y las 3
copias de miR-125 son idénticos en los primeros 11-nt. Ademas, estos 4 miRNAs, junto
con miR-237-5p y miR-4319-5p son idénticos en sus primeros 8-nt. Como se muestra en la
tabla 13 se encontr6 que lin-4-5p en el nematodo es importante para la especificacion del
destino celular en los linajes neuronales y la hipodermis mientras que en humanos, las
copias de miR-125 se han estudiado en diferentes tipos de cancer y se ha sugerido que

puede tener funciones tanto promotoras como supresoras [64,92,93].

v lin-4: regula de forma negativa la traduccion de /in-14 uniéndose a

lin-4-5p UCCCUGAGACCUCAAGUGUGA regiones repetidas que estan en el 3' UTR de este mRNA [32].

Cel v lin-4: es necesario para la temporalizacion de la especificacion del

miR-237-5p UCCCUGAGAAUUCUCGAACAGCU destino celular en IO§ Imges neuronales y la hipodermis durante el
desarrollo post-embrionario [64]

miR-125a-5p  UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA

v miR-125a, miR-125b-1 y miR-125b-2: en diferentes tipos de

: miR-125b-1-5p UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA cancer pueden tener funciones tanto promotoras como Supresoras.
111]-4 / Se sugiere que pueden regular a una serie de blancos como

. factores de transcripcion, metaloproteasas de matriz extracelular,
mlR' l 25 miembros de la familia Bel-2 entre otros, lo que puede conducir a

miR-125b-2-5p UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA

una proliferacion anormal, metastasis e invasion de células [92].
hsa V" miR-125a, miR-125b-1 y miR-125b-2: desempefian un papel de

*miR-345-3p  GCCCUGAACGAGGGGUCUGGAG defensa importante en el sistema inmunologico del hospedero,
especialmente en respuesta a infecciones bacterianas o virales

[92].

*miR-4319-5p  UCCCUGAGCAAAGCCAC V" miR-125b-1: se ha sugerido en lineas celulares de céncer de mama
que la proteina CTCF puede regular su transcripcion [93].

*miR-4732-3p GCCCUGACCUGUCCUGUUCUG

Tabla 13.-Familia de lin-4/miR-125. *miRNA que no se ha reportado como miembro de esta familia.
Abreviaturas. 3' UTR: Regidn del 3' no traducido. lin: linaje celular anormal. Bcl-2: Linfoma 2 de células B.
CTCF: "CCCTC-binding Factor". Ver detalles en el texto.
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7.18.-Funciones reportadas para la familia de miR-1 en C. elegans y en humano.

Para la familia de miR-1 se encontraron diferentes miembros de su familia presentes en casi

todos los organismos bilateria estudiados en las figuras 15 y 16 excepto en el nematodo B.

malayi. Para esta familia se encontraron 4 miembros tanto en C. elegans como en humano

como se muestra en la tabla 14. En C. elegans los miRNAs miR-796-5p y miR-1819-3p no

se han reportado como miembros de esta familia y en humanos solo miR-613-3p, no se ha

reportado que forme parte de esta familia. Aqui se encontrd que casi todos los miRNAS son

idénticos en los primeros 7-nt excepto miR-613-3p. Los miRNAs llamados miR-1 de los 2

organismos presentan secuencias idénticas en los primeros 21-nt mientras que el miRNA

miR-206-3p presenta sus primeros 10-nt idénticos con los de miR-1. Como se muestra en la

tabla 14, los miRNAs llamados miR-1 se ha sugerido que tienen funciones en células

musculares de C. elegans, de humano y de ratones [64,95,96].

miR-1-3p UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA

miR-256-3p UGGAAUGCAUAGAAGACUGUA
cel
*1niR-796-5p UGGAAUGUAGUUGAGGUUAGUAA
*miR-1819-3p UGGAAUGAUUGAGCUUGAUGGA
mlR-l miR-l-l-3p UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
miR-l-2-3p UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
hsa

miR-206-3p  UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG

*miR-613-3p  AGGAAUGUUCCUUCUUUGCC

v

v

v

miR-1: su actividad es necesaria para funciones pre y post-sindpticas en las
uniones neuromusculares. Los blancos post-sindpticos son los mRNAs de los
receptores nicotinicos de acetilcolina UNC-29 y UNC-63 y el factor de
transcripeion de musculo MEF-2 [64].

miR-206: se sugiere que puede inhibir la Transicion Epitelio-Mesénquima de
lineas celulares de cancer de pulmon [94].

miR-206: regula de forma negativa la traduccion del oncogén MET [94].

**miR-1: tiene una funcion miogénica, se sobreexpresa en musculo esquelético
y en el corazon de pollo [95].

**miR-206: se sugiere que tiene funcion miogénica. En raton y aves se sugiere
que se expresa en misculo esquelético [95].

**miR-1: en cultivos primarios de musculo liso de raton se sugiere que favorece
la diferenciacion promoviendo la traduccion de 2 proteinas que forman parte de
diferentes complejos de la cadena transportadores de electrones de la
mitocondria. NDI (NADH desidrogenasa, complejo I) y Cox! (proteina del
Complejo IV) [96].

Tabla 14.-Familia de miR-1. *miRNA que no se ha reportado como miembro de esta familia. **miRNA que

pertenece a otra especie. Abreviaturas. UNC: desordenado. MEF2: Factor 2 potenciador de miocitos. MET:

Receptor de membrana que pertenece a la familia de cinasas de tirosina. Ver detalles en el texto.
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7.19.-Funciones reportadas para la familia de miR-9/miR-75, en C. elegans y en

humano.

Para la familia de miR-9/miR-75 se encontraron diferentes miembros de su familia
presentes en casi todos los organismos bilateria estudiados en las figuras 15 y 16 excepto
en los nematodos B. malayi, P. redivivus y S. ratti. Se encontraron 2 miRNAs en C. elegans
y 3 en humanos como se muestra en la tabla 15, todos han sido reportados en la literatura.
Casi todos los miRNAs excepto miR-75-3p, son idénticos en los primeros 10-nt. Como se
muestra en la tabla 15, se ha sugerido en vertebrados que esta familia participa en la

diferenciacion neuronal mientras que en el nematodo se desconoce su funcion [25,51,64].

MIR-75-3p  UUARAGCUACCAACCGGCUUCA

v" miR-75 y miR-79: se expresan durante las etapas larvarias del gusano [64]

Cel v mir-79: ¢l pre-miRNA disminuye su acumulacion 9 veces en una condicion
de ayuno de 12h en la etapa larvaria L4 [10,37].

MIR-79-3p  AUAMAGCUAGGUUACCARAGC

miR-9 /
c miR_g_ 1 i 3 p AUAAAGCUACAUAACCGAAAGL ¥ miR-9: se ha sugerido que puede regular de forma negativa la traduccion
IIllR-75 del factor de transcripcion REST y su pareja CoREST [25].

v miR-9: se ha visto desregulado en células derivadas de células progenitoras
de neurona obtemidas de pacientes con Esquizofrenia [97].

hsa miR-9-2-3p AUAAAGCUAGAUAACCGAAAGU

#*miR-9: en vertebrados se expresa en cantidades altas en el cerebro, se
sugiere que puede regular la diferenciacion neuronal [25].

v ##miR-9: se ha sugerido que tiene un papel importante en el balance de la
proliferacion  celular en las poblaciones neuronales progenitoras

miR-Q- 3 -3p AUAAAGCUAGAUAACCGAAAGU embrionarias. Se han sugerido como blancos a FoxG1, Hes! y Tl [31].

Tabla 15.-Familia de miR-9/miR-75. **miRNA que pertenece a otra especie. Abreviaturas. REST: "RE1-
Silencing Transcription factor". COREST: Compafiero de REST. FoxG1: Caja G1 "forkhead". Hesl: Factor de
transcripcion que pertenece a la familia de bhlh. TIx: Receptor nuclear que pertenece a la familia de Nr2gE1.

Ver detalles en el texto.
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7.20.-Funciones reportadas para la familia de miR-34 en C. elegans y en humano.

Para la familia miR-34 se encontraron diferentes miembros de su familia presentes en casi
todos los organismos bilateria estudiados en las figuras 15 y 16 excepto en la planaria S.
mediterranea. En C. elegans se encontraron 3 miembros donde miR-1824-5p y miR-4933-
5p no se han reportado como miembros de la familia mientras que en humanos se
encontraron 5 miembros donde miR-499a-5p, miR-499b-5p y miR-548au-3p tampoco se
han sugerido como miembros de esta familia (ver tabla 16). Aqui se encontré que miR-34-
5p, miR-34c-5p y miR-449b-5p son idénticos en los primeros 9-nt. También se encontro
que miR-1824-5p, miR-4933-5p, miR-34a-5p y miR-499a-5p, son idénticos en los primeros
8-nt. Las funciones mejor caracterizadas en humanos para la familia de miR-34 es la de
trabajar de forma sinérgica con p53 el "guardian del genoma". También se ha estudiado que

p53 favorece su transcripcion y su correcto procesamiento durante su biogénesis [98].

miR-34-5p  AGGCAGUGUGGUUAGCUGGUUG

v miR-34: su deleccién y sobreexpresion conduce a una respuesta deteriorada ante los
tipos de estrés de aumento de temperatura y el sometimiento a dauer. Se sugiere que
esto se debe parcialmente por perturbaciones en la expresion de DAF16/FOXO,

Cel *mlR_ 1 824-5p UGGCAGUGUUUCUCCCCCAACUU miembro de la via de sefializacion de la insulina [47]

v miR-34: se sugiere que su expresion estd regulada por la via de sefializacion de la
insulina mediante un bucle de retroalimentacion negativa entre miR-34 y DAF16 [47].

*miR-493 3-5p UGGCAGUGACCUAUUCUGGCCA

mlR-34a-5p UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU v miR-34: favorece el arresto del ciclo celular, promueve la apoptosis, promueve la

diferenciacion, inhibe la transicion Epitelio-Mesénquima v la invasion celular [98]

. ¥ miR-34a y miR-34c: p53 regula de forma positiva su expresion [98].
miR-34 miR-34¢c-5p AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
¥ miR-34a: se ha sugerido que es un regulador negativo del oncogén Myc en
neuroblastomas [12].
oo
mlR-449a-5p oo R e s v miR-34a: induce el arresto celular y la apoptosis regulando de manera negativa la
traduccion de Bel-2 (proteina antiapoptotica) en neuroblastomas [12].

hsa

*mlR-449b-5p AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC v miR-34a: induce la apoptosis regulando de manera negativa la traduccién de Bel-2 en
células f del pancreas [89].

¥ miR-548: gen que se encuentran en los genomas de primates. Se ha sugerido que la
familia puede regular a distintos tipos de blancos porque varios miembros presentan
polimorfismos [25,99]

*miR-54Sau-3p UGGCAGUUACUUUUGCACCAG

¥ #¥miR-34: en abejas se ha sugerido que se expresa en la embriogénesis y que regula a
los mRNAs de los genes eve-skipped, hairy, fiz-fl, wg y Act3C. Estos genes son
importantes para la segmentacion de insectos [100]

Tabla 16.-Familia de miR-34. *miRNA que no se ha reportado como miembro de esta familia. **miRNA
que pertenece a otra especie. Abreviaturas. DAF: formacion de dauer anormal. p53: Proteina denominada el
"guardian del genoma". Bcl-2: Linfoma 2 de células B. ftz-fl: Factor de transcripcion ftz. wg: Wingless.
Act5C: Actina 5C. Ver detalles en el texto.
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7.21.-Funciones reportadas para la familia de miR-100/miR-51 en C. elegans y en

humano.

Para la familia miR-100/miR-51 se encontraron miembros de su familia en casi todos los
organismos estudiados en las figuras 15 y 16 excepto en el nematodo S. ratti. Se
encontraron en C. elegans 6 miembros y en humanos 3 miembros como se muestra en la
tabla 17, todos han sido reportados en la literatura. Se encontr6 que todos los miRNAs
presentados en esta tabla son idénticos en los nucle6tidos que estan en la posicion 2-8. Se
observo que los miRNAs del nematodo miR-52-5p y miR-53-5p, son idénticos en los
primeros 10-nt asi como también son idénticos en los primeros 10-nt los miRNAs miR-54-
3p y miR-56-3p. También se observo que los miRNAs de humano miR-99a-5p y miR-100-
5p son casi idénticos en los 22-nt. En el gusano se ha descrito que la ausencia de esta
familia generan nematodos que son letales embrionarios mientras que los miRNAs de

humano se han visto implicados en diferentes tipos de cancer [52,56,102].

miR-51-5p UACCCGUAGCUCCUAUCCAUGUU
miR-52-5p CACCCGUACAUAUGUUUCCGUGCU

mlR'53‘5p CACCCGUACAUUUGUUUCCGUGCU v Familia de miR-51: la carencia de todos los miembros genera

gusanos letales embrionarios [56]

cel
g v Familia de miR-51: se ha sugerido que participan en la
mlR'54'3p UACCCGUAAUCUUCAUAAUCCGAG formacion entre la boca y la faringe [56,101].
miR-
100/ miR-5 5-3p UACCCGUAUAAGUUUCUGCUGAG
miR-51
mlR_56-3p UACCCGUAAUGUUUCCGCUGAG
. v'miR-100: se sugiere que tiene un papel en la regulacion de la
m1R-99a-5p AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG apoptosis en lineas celulares de cancer de mama [52].
v'miR-100: la alteracién de su expresion desfavorece la
hsa miR-99b-5p CACCCGUAGAACCGACCUUGCG induccién de Linfocitos Ta Linfocitos T reguladores [102].

v #miR-100: se ha sugerido que estd presente en todos los

mlR' 1 00_5p AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG bilateria y en la anémona Nematostella vectensis (organismo

no bilateria) [31].

Tabla 17.-Familia de miR-100/miR-51. **miRNA que pertenece a otra especie. Ver detalles en el texto.
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7.22.-Funciones reportadas para la familia de miR-124 en C. elegans y en humano.

Para la familia de miR-124 se encontraron diferentes miembros de su familia presentes en
los organismos bilateria estudiados en las figuras 15 y 16. Se encontr6 solo un miembro en
C. elegans mientras que en humanos se encontraron 7 miembros como se muestra en la
tabla 18. En humanos miR-506-3p, miR-3714-5p, miR-3910-1-3p y miR-3910-2-3p no se
han reportado en la literatura como miembros de esta familia. En esta tabla los miRNAs
nombrados como miR-124 son idénticos en los primeros 20-nt. También se observé que los
miRNAs nombrados miR-124-3p y miR-506-3p, son idénticos en los primeros 8-nt. Esta
familia se ha sugerido en vertebrados que participa en la diferenciacién neuronal [25,103].
En el nematodo se ha observado que su ausencia reduce la esperanza de vida [64].

. v" miR-124: su carencia provoca que aumenten las especies reactivas
Cel mlR-124-3p UAAGGCACGCGGUGAAUGCCA de oxigeno (ROS), disminuyan los niveles de ATP y reduce la

esperanza de vida del gusano [64].

miR-124-1-3p UAAGGCACGCGGUGAAUGCC

miR-124-2-3p UAAGGCACGCGGUGAAUGCC

v miR-124: en células  del pancreas junto con let-7b regula la
. secrecion de insulina [89].
m1R-124-3-3p UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
. v miR-124: varios reportes sugieren que participa en la diferenciacion
mlR' 1 24 neuronal y otros reportes sugieren que no [25].

hsa *miR—506-3p UAAGGCACCCUUCUGAGUAGA

miR-124: se ha sugerido que regula de forma negativa la traduccion
de CDK6[103].

*mlR_3714_5p GAAGGCAGCAGUGCUCCCCUGU ¥ **miR-124: se ha sugerido en pez cebra que interviene en la

diferenciacion neuronal [103].

*miR-3910-1-3p AAAGGCAUAAAACCAAGACA
*miR-3910-2-3p AAAGGCAUAAAACCAAGACA

Tabla 18.-Familia de miR-124. *miRNA que no se ha reportado como miembro de esta familia. **miRNA
gue pertenece a otra especie. Abreviaturas. ATP: Adenosin trifosfato. CDK: cinasa dependiente de ciclina.

Ver detalles en el texto.
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8.-DISCUSION
8.1.-Uso de bases de datos para el estudio de los microRNAs.

En este estudio se utilizaron principalmente las bases de datos miRBase y Wormbase
[25,64]. Destaco que la informacion reportada en estas bases de datos para un mismo
miRNA era en pocos casos similar, motivo por el cual se generd una nueva base de datos en
Excel concentrando toda esta informacion. Sin embargo, un reporte de la revista "Science"
menciona que Excel modifica algunos archivos ya que ciertos simbolos usados en el
lenguaje cientifico pueden tener un significado predeterminado en Excel [104]. Por ello, la
curacion detallada de la informacion para cada miRNA fue un gran acierto en este estudio.
Sin embargo, la informacion aqui registrada de cada miRNA no es la Unica, por lo que se

tendra que actualizar en el futuro.

En este estudio se crearon imagenes propias para la prediccion de la hibridacion de
los miRNAs con sus blancos (ver figura 21b), por lo siguiente: para la familia de cel-miR-
35 se encontraron en varias bases de datos y en articulos, predicciones con errores ya que
muestran secuencias de nucledtidos que no corresponden a los RNAs que citan; pueden
mostrar secuencias incompletas; algunos trabajos presentan secuencias de nucle6tidos con
Timinas (T) en vez de Uracilo (U) lo que sugiere que la familia puede regular al gen
hibridando con secuencias de DNA, lo que no se ha comprobado; también se encontr6 que
en algunas imagenes se presentan predicciones donde se sugiere que pueden existir puentes
de hidrogenos entre Timinas (T) y Guaninas (G) lo que no es posible e incluso en otros
trabajos no se encontrd ninguna prediccion [68-71,86-88]. Por ello, es importante analizar
las figuras que muestren la prediccion de la hibridacion de los miRNAs con sus blancos y
que se publicaran en bases de datos o en articulos

8.2.-Reclasificacion y contexto gendémico de los miRNAs de C. elegans.

Los miRNAs de C. elegans fueron reclasificados de acuerdo a su contexto gendmico ya que
reclasificarlos de otra manera como por ejemplo, funciones moleculares o celulares,
actualmente no es posible porque se desconoce la funcion de la gran mayoria de los
miRNAs o porque a veces un mismo miRNA participa en distintos procesos bioldgicos

como se ejemplifica en las tablas 12-18.
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La clasificacion de los miRNAs en miRBase es confusa como se demostro en las
figuras 10a y 10b, ya que hay varios miRNAs clasificados como intrénicos, exonicos y
antisentido. Reportes actuales sugieren que los miRNAs antisentido se transcriben por un
promotor independiente al del gen hospedero, porque estdn ubicados en la hebra
complementaria como se muestra en la figura 3c, por este motivo se consideré a estos
miRNAs en una categoria distinta a los intrénicos y exonicos [19,105]. También para el
conteo de cluster en C. elegans, se usé un criterio similar donde todos los miembros del
claster deben de estar en la misma hebra lo que sugiere que se transcriben juntos [58]. Este
criterio no es usado en miRBase [25]. Por otra parte, se ha descrito en la literatura que los
miRNAs intronicos pueden ser regulados por el promotor de los genes hospederos en los
que estan embebidos [18,19]. A pesar de esto, existe evidencia experimental que sugiere
que algunos miRNAs intronicos son transcritos por promotores alternativos de forma
independiente al promotor del gen hospedero [106-108]. Sin embargo, en C. elegas no se

encontré ningun ejemplo.

El grupo del Dr. Eugene Berezikov en el 2010 sugirio que el 20% de los miRNAs
de C. elegans eran intronicos usando la version 13 de miRBase [107]. En el presente
estudio usando la versién 21 de miRBase se sugiere que son el 28%. Los porcentajes son
distintos porgue actualmente hay un mayor nimero de miRNAs reportados [25]. En el 2011
el Dr. E. Berezikov mencion6 que habia pocos ejemplos de miRNAs exonicos y se
desconocian sus funciones [31]. En este estudio se encontrd que el 2% de lo miRNAs de C.
elegans son exonicos de genes codificantes, tienen evidencias experimentales que apoyan
su existencia pero no se han asociado con alguna funcion. Actualmente se han descrito
miRNAs exonicos que provienen de genes no codificantes, como por ejemplo hsa-miR-

181d-3p (ver figura 19b) pero en C. elegans no se encontrd ningn ejemplo [21,65].
8.3.-miRNAs en multicopia.

En este trabajo se almacend un mayor nimero de miRNAs de C. elegans y de humano,
comparado con lo registrado en miRBase (ver figura 12). Se descargaron de forma manual
las secuencias de nucledtidos y se encontraron miRNAs con secuencias de nucle6tidos
idénticas (MIRNAs en multicopia). Si bien se pudo trabajar solo con una copia de un

miRNA en representacion de las demas, ya que en cuanto a funcién molecular pueden
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hibridar con las mismas secuencias complementarias, se decidio trabajar con todas las
copias porque sus miRNAs precursores tienen un contexto gendémico distinto, sugiriendo
que tuvieron un ancestro en comuan que sufrié al menos una duplicacion genética de manera
local (en tandem) o no local [31]. Ademas, la duplicacion genética sugiere que un gen
ancestral pudo tener varias funciones y al duplicarse, las nuevas copias se dividieron las
funciones o alguna copia adquirié una nueva funcion (procesos de subfuncionalizacién o
neofuncionalizacién respectivamente) [31]. Ademas, los miRNAs precursores pueden tener
diferentes promotores y ser expresados de manera tejido-especifica, ante distintas
condiciones medioambientales, en los diferentes estadios del desarrollo de los organismos
que los contienen [15,47,91]. Por lo tanto, las copias de un miRNA reflejan otro nivel de

analisis que no se lograria visualizar si se estudiara una solo copia.
8.4.-Nomenclatura de los miRNAs maduros.

En el &rea de los miRNAS existe un debate sobre su nomenclatura como se discutira en este
apartado. Por un largo tiempo se observo que un pre-miRNA genera 2 miRNAs maduros
de los cuales uno tenia una mayor estabilidad y por tal motivo se asociaba al gen miRNA y
al miRNA maduro. El otro miRNA se encontraba degradado y por ello se describia como
hebra transitoria, pasajera 0 miRNA* porque se creia que no tenia relevancia bioldgica
[31]. Sin embargo, con la era de la secuenciacion masiva se ha sugerido que las 2 hebras
pueden tener funciones relevantes dependiendo del tejido donde son expresados
[10,57,109,110]. Para evitar confusiones miRBase tratd de unificar la nomenclatura [24].
Sugirié usar la nomenclatura que se explico en el apartado 6.3 de la metodologia. Sin
embargo, durante la descarga de cada secuencia de nucleétidos se tuvo que corregir la
nomenclatura de varios miRNAs porque estaba incompleta en miRBase como se demostrd

en el apartado 7.4.

Hoy en dia es importante citar el brazo correcto de un miRNA maduro porque
permite localizarlo en bases de datos de forma rapida y evita atribuirle una funcion a un
brazo que no es el correcto. Para que quede clara la importancia de citar los brazos
correctos se expondran a continuacion 2 ejemplos: 1) como se muestra en la figura 19b,
NANOS3-003 tiene embebido 2 miRNAs llamados hsa-mir-181c y hsa-mir-181d. Los 2

miRNAs tienen el mismo nombre de mir-181 ya que pertenecen a una familia que tiene 4
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miembros: mir-181a, mir-181b, mir-181c y mir-181d [25]. Todos estos miRNAS presentan
brazos 5p con una region-semilla idéntica, sin embargo, los brazos 3p tienen distintas
regiones-semillas [25]. 2) El cluster de cel-miRc-35 se ha descrito que todos sus miembros
son brazos 3p. Como se muestra en la tabla 10, cel-miR-39-3p y cel-miR-41-3p tienen una
region-semilla idéntica a la de cel-miR-35-3p pero los miRNAs cel-miR-39-5p y cel-miR-
41-5p que provienen del mismo pre-miRNA tienen distintas regiones-semillas. Estos
ejemplos muestran que los 2 miRNAs maduros que provienen de un mismo pre-miRNA
tienen un "codigo diferente” a nivel de secuencia de nucle6tidos, lo que sugiere que pueden
regular a diferentes blancos y por lo tanto, pueden repercutir de diferente forma en un
proceso celular. Esto plantea preguntas como la siguiente: si en general una de las 2 hebras

se degrada en una condicién experimental ¢qué sucederia si no fuera degradada?

En el 2015 P. Batzel y colaboradores sugirieron cambiar la nomenclatura para los
miRNAs de humano, de raton y de pez cebra, haciendo mas complicado la busqueda de
miRNAs [21]. Sugirieron acortar el nombre del miRNA usando una nomenclatura que
combina letras mayusculas y minasculas, sin guiones y sin mencionar la especie porque el
tipo de combinacion de letras es particular para cada especie. Sin embargo, esa
nomenclatura sugerida solo es valida para estos 3 organismos mientras que para los demas
se sugiere conservar la que ha sido propuesta por miRBase u otra base de datos [21]. Por lo

tanto, se sugiere tomar precauciones al citar a los miRNAs maduros.

8.5.-Evidencias experimentales e inferencias bioinformaticas que apoya la existencia

de los miRNAs maduros de C. elegans y de humano.

Una secuencia de nucle6tidos obtenida por condiciones experimentales presenta un gran
valor informativo, comparado con aquellas secuencias que solamente han sido inferidas de
manera bioinformatica. Se ha demostrado que la biogénesis de los miRNAs es mas
compleja a lo presentado en la figura 4 ya que cada paso estd regulado por diferentes
proteinas que permiten o inhiben el procesamiento de Drosha y Dicer sobre los miRNAs,
asi como también se ha sugerido que otros miRNAs como let-7 participan en la biogénesis
(ver figuras 5c, 5d y tabla 12) [14,22]. Por ello, tener una secuencia de nucleétidos de
manera experimental, sugiere que la secuencia final proviene de un precursor que tuvo una

biogénesis altamente regulada. En el caso de las secuenciaciones masivas, el nimero de
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lecturas obtenidas permite tener una alta fidelidad en cuanto a la secuencia del miRNA
maduro pero no brinda informacion sobre su biogénesis [25]. Por otra parte, las secuencias
de nucléotidos inferidas de manera bioinformatica no siempre pueden ser correctas como lo
sugirié en 2017 el grupo del Dr. E. Munthe. Este grupo observd por secuenciaciones
masivas que hsa-miR-34b-5p presenta la region-semilla idéntica a la de la familia de miR-
34 [111]. En el presente estudio, hsa-miR-34b-5p no se agrupd con esta familia porque la
secuencia de nucle6tidos obtenida en miRBase muestra una region-semilla distinta a la de
la familia de miR-34, por ello no se muestra en la tabla 16. Ademas, en el presente estudio

se encontrd que en miRBase estd anotada su secuencia como predicha.

Varios miRNAs se han inferido de forma bioinformética en C. elegans y humano
gracias a la comparacion de las secuencias de nucleétidos de miRNAs de diferentes
especies [108]. Los miRNAs homdlogos en otras especies, tienen al menos una evidencia
experimental mientras que en C. elegans y en humano no. Por ello, esos miRNAs pueden
ser reales en estos 2 organismos pero ain no se han encontrado las condiciones
experimentales donde se expresen sugiriendo que tienen un papel especifico o en el caso de
humano, su expresion es en drganos de dificil acceso e incluso en un momento determinado
del estadio de desarrollo [15,47]. Son varios factores que pueden favorecer su transcripcion
y que hacen aun mas complejo conocerlos de forma experimental. Por ello, hacer estudios
comparativos permite evaluar miRNAs homdlogos en modelos de estudio donde puede
validarse la existencia del miRNA asi como conocer sus funciones moleculares, motivos

por los cuales es importante incorporar la parte evolutiva a este tipo de estudios [112].

8.6.-Homologia de los miRNAs precursores de C. elegans con miRNAs precursores de

diferentes organismos bilateria.

Por lo expuesto en el parrafo anterior se buscaron miRNAs candidatos entre C. elegans y
humano que pueden ser homdlogos y que por lo tanto puedan tener funciones moleculares
similares en procesos bioldgicos basicos que comparten los 2 organismos como
proliferacion celular, diferenciacion, metabolismo, etc. Se inici0 este estudio con una
estrategia general del area evolutiva, se analizaron primero organismos cercanos
filogenéticamente a C. elegans y después alejados a él. Con la informacion reportada en

miRBase y Wormbase se encontré que varios miRNAs estan agrupados en diferentes
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familias y que varios de sus miembros tienen distintos nombres en invertebrados y
vertebrados como se registrd en la tabla 6. Varios miRNAs estan en multicopia, los cuales
fueron consideradas todas las copias por los motivos discutidos en el apartado 8.3. Se
demostro con la figura 18a que utilizando solamente la informacion reportada en las bases
de datos, se obtiene un alcance menor que el que se puede obtener si se agrupan de forma
manual los miRNAs en familias por lo que se menciona lo siguiente: las siguientes

conclusiones son parcialmente ciertas.

El Dr. E. Berezikov en el 2011 public6 una revision sobre los miRNAs del reino
animal con la informacion de miRBase version 17 [31]. En el presente estudio se encontro
que la version 21 cuenta con un mayor nimero de precursores para los organismos que él
utilizé (ver anexo 2). Aqui se estudiaron varios organismos que mencioné que presentaron
homdlogos con C. elegans y también aquellos que no presentaron homoélogos. Sin embargo,
lo que se encontr6 aqui es similar a lo que él reporté [31]. Por otra parte, el Dr. E.
Berezikov no evalu6 todos los nematodos que aqui se estudiaron [31]. Aqui se encontrd que
C. elegans presenta un porcentaje de similitud mayor con organismos del género
Caenorhabditis lo que sugiere que estos miRNAs son relevantes para este género (ver
figuras 15 y 16). De manera interesante se encontré que los miRNAs de C. elegans pueden
ser solo una copia o pocas copias, comparando con los miRNAs de los Caenorhabditis. Un
ejemplo fue la familia de miR-35 como se muestra en la tabla 11. Se encontraron
resultados similares comparando a los vertebrados Xenopus tropicalis y pez cebra Danio
rerio con el invertebrado D. melanogaster (ver figura 16b). Se encontr6 que los miRNAs
homologos por lo general son los mismos pero en X. tropicalis y D. rerio se encuentran en
multicopia sugiriendo que en esos organismos sufrieron procesos de duplicacion genética
mientras que en D. melanogaster no sucedid. Por estas observaciones se propone evaluar
otras regiones en su contexto gendmico que sean similares, conocer y comparar Sus
funciones moleculares, algo similar a lo presentado en las tablas 12-18, y sugerir si se

generaron procesos de subfuncionalizacion o neofuncionalizacion [31].
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8.7.-Familias de los miRNAs maduros de C. elegans y de humano.

Para formar familias de miRNAs se analizo la region-semilla 2-7 de los miRNAs maduros
5p y 3p por los siguientes motivos: 1) El Dr. J. Vogel y colaboradores publicaron que la
region-semilla de diferentes RNAs de bacterias, arqueas y eucariontes, tienen 2 principios
comunes para la presentacion de secuencias de DNA o RNA blanco. Para los miRNAs el
primer principio sugiere que la region-semilla se presenta en AGO favoreciendo un cambio
de conformacién que le permite interactuar con diferentes blancos y el segundo principio
sugiere que se favorece el acoplamiento con su blanco lo que provoca un nuevo cambio de
conformacién en AGO lo que permite que lleve a cabo su funcion [113]. 2) Se ha propuesto
que el 60% de los 3' UTR de los mRNAs de diferentes especies de mamiferos son
complementarios con la region-semilla 2-7, lo que sugiere que estas regiones estan sujetas a
una presion selectiva y por lo tanto no pueden cambiar [29]. 3) El grupo del Dr. R. Horvitz
en el 2010 demostrd con experimentos in vivo en C. elegans que los miRNAs que se
agrupan en familias a partir de la region-semilla 2-7 tienen una funcion redundante. Esto lo
comprob6 haciendo rescate de funcidn incorporando a un solo miembro en mutantes con
delecion completa de las familias de cel-miR-35, cel-miR-51 y cel-miR-58 [56]. Esto
demuestra que la region-semilla 2-7 es indispensable para la funcion molecular de los
miRNAs. 4) En 2011 el Dr. E. Berezikov mencioné que por medio de los estudios de
secuenciacion masiva, varios miRNAs* en la mosca de la fruta D. melanogaster y en C.
elegans se agrupaban en familias y tenian funciones relevantes [31]. Por este motivo se
estudiaron las regiones-semillas de los brazos 5p y 3p tomando en cuenta a los mMiRNAs*.
Se recolectaron las regiones-semillas manualmente y se distinguieron por un codigo de
colores que uso el Dr. E. Berezikov [31]. Se usé este codigo ya que permite distinguir la
region-semilla en el cuerpo del miRNA y reconocer de manera rapida si es 5p (rojo) o 3p

(azul) como ejemplifica en las tablas 12-18.

Se encontro que el 36% de los mMiIRNAs maduros de C. elegans se organizan en 55
familias, porcentaje diferente al 10% sugerido por el Dr. E. Berezikov en el 2011 y numero
mayor a 23 sugerido por el grupo del Dr. R. Horvitz en 2010 [31,56]. En humanos se

encontré que el 69% de sus miRNAs maduros registrados en miRBase se agrupan en 624
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familias, porcentaje mayor al 33% sugerido por el Dr. E. Berezikov y nimero mayor a 239
sugerido por el grupo de Dr. H. Kaessmann en 2013 [17,31]. Los nUmeros y porcentajes
son distintos porque hay un mayor nimero de secuencias almacenadas en miRBase version
21, comparada a las versiones anteriores que estos grupos utilizaron. Por otra parte, los
miRNAs que no fueron agrupados en familias con otros miRNAs de la misma especie,
pueden ser importantes. Por ejemplo, mir-124 en C. elegans tiene un miembro y cuando se
hace una mutante carente de este gen, reduce la esperanza de vida del gusano (ver tabla
18). Ademas, mir-124 esta presente en organismos bilateria e incluso en multicopia lo que
resalta su importancia biologica (ver tabla 18) [25,64]. Como se muestra en el anexo 2, con
las actualizaciones de miRBase aumenta el nimero de miRNAs almacenados, por lo que
seguramente no se conocen todos los miIRNAs de un organismo y probablemente haya

nuevas familias que se agrupen con los miRNAs que aqui no fueron agrupados [25,31].

Por otra parte, los miRNAs de C. elegans que se agrupan en familia con los
miRNAs de humano son 226 de 447 (50%), porcentaje menor a 52% sugerido por el grupo
de la Dra. M. Driscoll en el 2008 [55]. Este grupo obtuvo su porcentaje a partir de 73 de
139 miRNAs maduros. Ellos consideraron como miRNAs homologos aquellos que tenian
al menos 7-nt contiguos idénticos en los primeros 10-nt del cuerpo de los miRNAs [55].
Sin embargo, no hicieron algin experimento motivo por el cual se prefiri6 usar el criterio
empleado por el grupo de Dr. R. Horvitz en 2010 [56]. Este ultimo grupo obtuvo un 22%
que es diferente al 50% obtenido en el presente estudio [56]. La diferencia de estos
porcentajes se explica porgque actualmente hay un mayor nimero de secuencias registradas

en miRBase y porque ellos no estudiaron los miRNAs*.

El estudio de las regiones-semillas de miRNAs*, mostré que varios miRNAs* de
humano se agrupan en familias, sugiriendo que tienen funciones relevantes por lo que se
propone estudiar los miRNAs* de vertebrados, para conocer si esta presente esta
caracteristica y conocer si tienen funciones relevantes como los miRNAs* de invertebrados
[31]. Poco se conoce sobre las funciones de los miRNAs*, se ha sugerido que pueden
regular a diferentes blancos en determinadas condiciones experimentales o en diferentes
tejidos, lo cual apoya que son igual de importantes como los miRNAs con mayor

estabilidad [31,109,110]. Otra posible funcion que pueden tener es favorecer la estabilidad
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del precursor durante su biogénesis porque si esto no sucede, no se pueden procesar de

forma correcta los brazos que dan origen a los miRNAs maduros mejor caracterizados [31].

8.8.-El estudio del cuerpo del miRNA maduro y de los RNAs esponjas para la
basqueda de miRNAs homdlogos.

La literatura de los dltimos afios cita la longitud de la region-semilla de los miRNAs
maduros de la posicion 2-8. Sin embargo, como se ha mencionado la region-semilla 2-7 es
suficiente para su funcion como lo demostré el grupo del Dr. R. Horvitz en 2010 [28,56].
Se sugiere que si el nucleotido 8 esta presente en todos los miembros de una familia o el
nucleotido 8 no es el mismo pero el primero lo es (posicion 1), se puede tener un mayor
argumento para sugerir que los miRNAs son homologos [29]. Los miRNAs maduros que
en el presente estudio se han agrupado en nuevas familias entre los 2 organismos, se sugiere
que son resultado de una convergencia evolutiva (genes similares que se encuentran en el
presente que no comparten un ancestro en comun [114]) excepto los miembros de las
familias de let-7, lin-4/miR-125, miR-1, miR-9/miR-75, miR-34, miR-35, miR-100/miR-51
y miR-124 que fueron analizados en la ultima parte de este estudio. No se puede determinar

que tienen un ancestro en comdn como se discutira en este apartado.

Existen miRNAs maduros similares en todo su cuerpo pero presentan
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en la region-semilla [31]. Un ejemplo es el
miRNA hsa-mir-548 que en miRBase estan reportados 53 miembros de su familia mientras
que en el presente estudio se obtuvieron 35 miRNAs 5p, siendo la familia méas grande
registrada para humanos como se menciond en el apartado 7.8 [25]. Es por esto que en el
anexo 3y en la tabla 16 hay familias que presentan miembros con el nombre de miR-548.
Por otra parte, las predicciones bioinformaticas para miRNAs de diferentes mamiferos
sugieren que la region-semilla 2-7 puede regular varios 3' UTRs de mRNAs y que
presentan homologia entre varias especies, mientras que otras regiones del miRNA maduro
no presentan homologia [29]. Sin embargo, el grupo de la Dra. Amy Pasquinelli ha descrito
con experimentos in vivo de miRNAs maduros de C. elegans la importancia de la region 3'

suplementario (nucleotidos en la posicion 13-16 del miRNA maduro). Ha descrito que esta
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region permite una mejor estabilidad del miRNA con su mRNA blanco [26]. Este grupo

concluyé que para la especificidad de blancos se prefieren diferentes 3' suplementario [26].

Junto con estos trabajos experimentales, se ha reportado que hay regiones-semillas
Ilamadas no candnicas (regiones-semillas que no estan en la posicion 2-7 del miRNA
maduro) que junto con nucle6tidos que estan hacia el extremo 3' pueden hibridar y regular a
sus blancos [115]. Un ejemplo es cel-miR-35-3p que regula al mRNA de gld-1 como se
ilustra en la figura 21b [68]. Por este motivo las regiones-semillas no candnicas se tendran

que tomar en cuenta en futuros estudios sobre homologia de miRNAs.

Si la region-semilla esta sujeta a una presion de seleccion podria esperarse que las
regiones complementarias con las que hibridan también lo estén, por lo que la prediccion de
blancos puede ayudar en el estudio de la homologia de los miRNAs [29]. Sin embargo, los
reportes actuales sobre las funciones moleculares de los miRNAs comprenden a otros
blancos menos caracterizados como se muestra en la figura 5 lo que hace ain mas
compleja esta area [15,116]. Un &rea nueva que ha surgido es la de los RNAs esponjas de
miRNAs. Estos RNAs esponjas se sintetizan de forma ex6gena o enddgena, secuestran a
los miRNAs e impiden que realicen sus funciones moleculares [117,118]. De manera
novedosa se ha visto que algunos RNAs esponjas pueden ser blancos de miRNAs, lo que
pone en manifiesto que aln no se conocen todos los tipos de blancos que pueden tener los
miRNAs (ver figura 5) [27]. Todo lo expuesto en este apartado demuestra la complejidad

sobre el estudio de la homologia de los miRNAsS.

Finalmente, se resalta que usando el criterio de region-semilla idéntica 2-7, se
formaron 160 familias entre los miRNAs de C. elegans y los de humano, lo que sugiere que
esta coincidencia no es del todo azarosa (ver anexo 3). Se tendra que buscar si estas
familias estan presentes a lo largo de todos los bilaterias. Hasta este momento se concluye
que la relacion que tienen los miRNAs agrupados en familia es a nivel funcional porque
probablemente hibriden sus regiones-semillas con las mismas secuencias complementarias
de los mismo blancos pero presentaran distintos tipos de hibridacion dependiendo de sus 3'

suplementario como lo sugiere el grupo de la Dra. A. Pasquinelli [26].
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8.9.-La familia de cel-miR-35y su relacion con el miRNA hsa-miR-181d-3p.

La familia de cel-miR-35 es de interés actual en el area como se expondra en este parrafo:
la ausencia de la familia en el nematodo exhibe efectos pleiotropicos [88] (gen causante de
diversos fenotipos no relacionados [119]). Se ha observado que si se generan nematodos
carentes de todos los miembros de cel-miR-35, es letal en estado embrionario [56]. Se ha
sugerido que la familia tiene funciones importantes durante la embriogénesis y en un ayuno
de 12h en L4 donde se acumulan los miembros de cel-miRc-35 desde 6 hasta 20 veces
[10,57,64]. Comprender las redes de regulacion de esta familia es de gran interés en el area
como lo ha sugerido el grupo del Dr. V. Ambros en 2017 [88]. Se ha sugerido que regula de
forma negativa a lin-23/fbxwl1l durante la proliferacion celular del intestino [68]. Se ha
propuesto que puede regular a sup-26/rbms3 en embriones en respuesta a hipoxia [70].
También se ha reportado que la familia cel-miR-35 coopera con la familia cel-miR-58 para
regular de manera negativa la traduccion de egl-1/BH3 (gen proapot6tico) para evitar la
muerte celular de células madre programadas para morir durante la embriogénesis [87].
También el grupo del Dr. V. Ambros ha sugerido que regula a sup-26 y nhl-2 en el cambio
de sexo de gusanos machos a hermafroditas [88].

A pesar de la informacidn generada en el area, no se ha sugerido que la familia de
cel-miR-35 presente homologos en humanos. El presente estudio es el primer reporte que lo
sugiere. Aqui se encontré que presenta homologia con el miRNA hsa-miR-181d-3p de
humano (ver figura 21a y tabla 11). De forma interesante se encontré que la familia cel-
miR-35 y hsa-miR-181d-3p, tienen secuencias complementarias con los RNAs de gld-1/Qki
y NANOS3-003 respectivamente. Estos 2 genes pertenecen a la familia de NANOS
[64,65,120]. gld-1 codifica a una proteina de unién a RNA que participa en la ovogénesis
en el nematodo [64]. NANOS3-003 es similar en secuencia a la familia de NANOS3 que
participa en la espermatogénesis [120]. NANOS3-003 esta clasificado en Ensambl como un
NcRNA, se desconocen sus funciones y su relacion con los miRNAs que tiene embebidos
(hsa-mirl81c y hsa-mir181d) [65]. En el presente estudio se predijeron 3 posibles sitios de
hibridacion de hsa-miR-181d-3p sobre este ncRNA como se muestra en la figura 21c, lo
que se tendra que demostrar de forma experimental en futuros proyectos. Hasta el momento

se concluye que la familia de cel-miR-35 y hsa-miR-181d-3p son homologos.
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8.10.-La familia de cel-miR-35 y su relacién con la proteina lin-35/Rb.

Rb (proteina del Retinoblastoma) es un supresor tumoral de interés en el area biomédica
como se discutira a continuacion: se describi6 en retinoblastomas de nifios y actualmente se
tiene reportado que estos nifios pueden presentar otros tipos de cancer que si bien puede ser
por su predisposicion genética, el tiempo que tiene que transcurrir para que se lleven a cabo
es un periodo largo, sugiriendo que en otros tejidos la ausencia de la proteina Rb no es
crucial y es necesario que se acumulen una serie de factores tanto medioambientales como
mutaciones en otros genes que permitan la progresion de diferentes tipos de cancer, lo antes
mencionado es un ejemplo de la etiologia de una enfermedad multifactorial (ver figura 7)
[121]. Por otra parte, se ha sugerido que en los retinoblastomas se da un cambio de
expresion diferencial de miRNAs, lo que propone una regulacién positiva o negativa de Rb
sobre ellos, un tema poco explorado [122]. La funcién mejor conocida de Rb es la de ser
regulador del punto de restriccion del ciclo celular de la transicion "G1/S", un punto
decisivo en las células que entraran a proliferacion o a diferenciacién [123]. Se ha sugerido
también que Rb puede cumplir otras funciones fuera del ciclo celular como ser un
remodelador de la cromatina [123]. Sin embargo, poco se conoce sobre la regulacién de su
transcripcion y su traduccién. En C. elegans la funcion mejor caracterizada de lin-35/Rb es
la de ser un regulador negativo de la proliferacion mediada por la via de Ras en las células
que se diferencian a vulva y se ha sugerido que tiene un papel importante en la via de
sefializacion de la insulina, pero ain no son claras todas sus funciones en el nematodo
[124,125].

En la literatura se sugiere una via de regulacion de la familia de cel-miR-35 que
favorece la acumulacion de la proteina lin-35/Rb (ver figura 20b) [68,86]. Son pocos los
trabajos que sugieren que los miRNAs favorecen la traduccion de proteinas por lo cual hace
interesante evaluar esta via [15,96]. En el presente estudio no se encontraron secuencias
complementarias de la familia de cel-miR-35 y hsa-miR-181d-3p con lin-35/Rb, lo cual
sugiere que estos miRNAs no pueden regular de forma directa a lin-35/Rb. Se ha sugerido
en el nematodo que existe un regulador rio arriba de 1in35/Rb que inhibe su traduccién que
a su vez esta regulado de forma negativa por la familia de cel-miR-35 pero se desconoce
quién es [68].
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8.11.-Caracteristicas generales de las familias de let-7, lin-4/miR-125, miR-1, miR-
9/miR-75, miR-34, miR-100/miR-51 y miR-124.

En las tablas 12-18 se present6 informacion de las funciones de las familias de let-7, lin-
4/miR-125, miR-1, miR-9/miR-75, miR-34, miR-100/miR-51 y miR-124. A nivel evolutivo
se encontrd informacién importante ya que algunos organismos bilateria no tienen
miembros de estas familias, o que puede explicarse por las siguientes 2 hipdtesis: 1) esos
miRNAs no fueron relevantes para estos organismos y los perdieron; 2) existen miembros

en estos organismos que aun no han sido descubiertos.

En las tablas 12-18 los miRNAs sefialados con un asterisco (*miRNA-X), son
miRNAs que aln no se han citado como miembros de las familias donde fueron ubicados
en el presente estudio. Aqui se alinearon con los miembros ya caracterizados y se encontro
que varios presentan nucleotidos en las mismas posiciones por lo que se concluyé que

comparten un miRNA ancestral con la familia.

Para terminar esta discusion, las tablas 12-18 demuestran que falta mucho por
conocer sobre los miRNAs. Falta conocer a fondo la regulacion de la expresion de cada
miRNA maduro desde el estado de metilacion de sus promotores hasta su correcto
procesamiento durante su biogénesis [14,103]. Estas tablas sugieren que se tiene que
estudiar la ubicacion subcelular de cada miRNA, como se transporta tanto dentro como
fuera de la célula, incluso en diferentes tejidos [15,96]. Se tendra que conocer las funciones
de cada miembro de las familias reportadas, si participan en los mismos procesos celulares
o0 en diferentes, asi como conocer bajo qué tipos de estrés se expresan [47,64,89,95]. Se
debera conocer qué tipo de funciones moleculares realizan, los diferentes niveles a los que
regulan la expresion genética, si trabajan solos o cooperan con otros miRNAs para regular
diferentes blancos [7,13,15,22,27,87,89]. También se tendra que comparar la informacion
obtenida en diferentes especies sobre el mismo gen y conocer si son la mismas o son
diferentes [12,10,25,47,89,100]. Toda esta informacion podra ser extrapolada a sus
homdlogos en humanos que estén participando en las diferentes enfermedades
multifactoriales donde se han visto involucrados como el Céncer, la Obesidad, el Parkinson

y el Alzheimer, enfermedades de interés actual en el area de las Ciencias Biomédicas [15].
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9.-CONCLUSIONES

v

En miRBase version 21 se tienen registrados 250 miRNAs precursores para C.
elegans y 1881 para humanos mientras que se pueden obtener de manera manual las
secuencias de nucleotidos de 447 miRNAs maduros de C. elegans y 2813 de

humanos.

En C. elegans 140 miRNAs son intergénicos (56%), 70 son intronicos (28%), 5 son
exonicos (2%) y 35 son antisentido (14%).

En C. elegans 424 de 447 (95%) de sus miRNAs maduros y en humanos 2272 de
2813 (80%) de sus miRNAs maduros, se han descubierto en condiciones

experimentales.

Los miRNAs precursores de C. elegans presentan homologia con los miRNAS

precursores de nematodos, de moscas, de moluscos, de planarias y de vertebrados.

Con el criterio de region-semilla idéntica (2-7), 161 de 447 (36%) de los miRNAs
maduros de C. elegans y 1932 de 2813 (69%) de los miRNAs maduro de humano se

agrupan en 55 y 624 familias respectivamente.

Con el criterio de region-semilla idéntica (2-7), 226 de 447 (50%) de los miRNAs
maduros de C. elegans se agrupan en 160 familias con 332 de 2813 (12%) de los
miRNAs maduros de humano.

En C. elegans el cluster con el mayor numero de miembros es cel-miRc-35 con 7

miembros mientras que la familia mas grande es cel-miR-35 con 8 miembros.

La familia de cel-miR-35 presenta homologia con miRNAs de nematodos,
planarias, moluscos, vertebrados como el pez cebra y en mamiferos, incluso con el

miRNA de humano llamado hsa-miR-181d-3p que se desconoce su funcién.
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v

La familia de cel-miR-35 y hsa-miR-181d-3p presentan sitios de hibridacion con
gld-1 y NANOS3-003, genes que pertenecen a la familia de NANOS, una familia de
genes que participa en la diferenciacion de las células de la linea germinal.

Las familias de let-7, lin-4/miR-125, miR-1, miR-9/miR-75, miR-34, miR-100/miR-
51 y miR-124, tienen miRNAs homdlogos en diferentes organismos bilateria
destacando que en humano se han asociado a diferentes enfermedades

multifactoriales.

10.-PERSPECTIVAS

v

Actualizar la base de datos aqui generada sobre los miRNAs de C. elegans y de
humano. Esta base de datos debera tener sus miRNAs clasificados, presentar la
evidencia experimental que apoya su existencia de manera actualizada, mencionar
los miRNAs que presentan homologia entre las 2 especies y deberd comparar las

funciones que tiene cada miRNA en cada especie.
Subir a la red esta base de datos y que esté disponible de manera gratuita.

Hacer redes moleculares de los miRNAs de humano que se han visto implicados en
diferentes enfermedades multifactoriales con sus blancos sugeridos vy

posteriormente analizarlas con experimentos in vivo en el nematodo.

Agrupar en familias con el criterio de regidén-semilla idéntica (2-7), miRNAs de
diferentes especies tanto invertebrados como vertebrados, asi como alinear las

secuencias de nucleotidos de estos miRNAs.

Estudiar la relacion funcional y evolutiva de la familia de cel-miR-35 y del miRNA
hsa-miR-181d-3p.

Estudiar la relacion funcional y evolutiva de la familia de cel-miR-35 y lin-35/Rb.
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12.-ANEXOS

Abreviatura Significado

IE Inferido por experimento
IDA Inferido por ensayo directo
IMP Inferido por fenotipo mutante
IGI Inferido por iteraccion genética
IEP Inferido por patron de expresion
ICA Inferido por analisis computacional
IPT Inferido por mteraccion fisica

Anexo 1.-Nomenclatura de la clasificacion del tipo de evidencia que tiene registrada la base de datos
RegulonDB que apoya la existencia de los genes que reporta [59].

Especie miRBase version 17 miRBase version 21
N. vectensis
S. mediterranea
L. gigantea
C. briggsae
C. elegans

D. melanogaster

X. tropicalis
D. rerio
G. gallus

M. musculus

H. sapiens

Anexo 2.-Comparacién del nimero de miRNAs precursores que tenia la versién 17 de miRBase con la
version 21. *Organismos no evaluados en la revisién del Dr. E. Berezikov en el 2011 [31].
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miRNA maduro deC. elegans

let-7-5p, miR-48-5p, miR-84-5p, miR-
241-5p, miR-794-5p, miR-795-5p.

lin-4-5p, miR-237-5p.

lin-4-3p.
miR-796-5p.

miR-1-3p, miR-256-3p, miR-1819-3p.

miR-34-5p, miR-1824-5p, miR-4933-5p

miR-35-5p.

miR-35-3p, MiR-36-3p, miR-37-3p, miR-
38-3p, miR-39-3p, MiR-40-3p, miR-41-
3p, miR-42-3p.

miR-37-5p.

miR-38-5p, miR-5545-5p.

miR-39-5p.

miR-40-5p.

miR-41-5p.

Region-

semilla 2-7

GAGGUA

CCCUGA

CACCUG

GGAAUG

GGCAGU

GCUGGU

CACCGG

GUGGGU

CCGGUU

GCUGAU

GUGGAU

GUGGUU

miRNA maduro de humano

let-7a-1-5p, let-7a-2-5p, let-7a-3-5p, let-7b-5p, let-7¢-5p, let-7d-
5p, let-7e-5p, let-7f-1-5p, let-7f-2-5p, let-7g-5p, let-7i-5p, miR-
98-5p, miR-4458-5p.

miR-202-3p, miR-4500-3p.
miR-125a-5p, miR-125b-1-5p, miR-125b-2-5p, miR-4319-5p.
miR-345-3p, miR-4732-3p.

miR-3622a-3p, miR-3622b-3p, miR-6765-3p.

miR-1-1-3p, miR-1-2-3p, miR-206-3p, miR-613-3p.

miR-34a-5p, miR-34c-5p, miR-449a-5p, miR-449b-5p.

miR-548au-3p.

miR-133a-1-5p, miR-133a-2-5p, miR-133a-2-5p, miR-138-1-5p,
miR-138-2-5p.

miR-6131-3p.

miR-181d-3p.

miR-6748-5p, miR-6793-5p.

miR-671-3p.

miR-8075-3p.
miR-376b-5p, miR-376¢-5p, miR-3691-5p.
miR-8056-3p.

miR-203a-5p, miR-1273g-5p.
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miR-42-5p. miR-1262-5p, miR-6736-5p, MiR-6741-5p.

UGGGUG
miR-4701-3p.
miR-43-5p.
ACAUCA
miR-499a-3p, miR-499b-3p.
miR-44-5p, miR-45-5p.
UGGAUG
miR-423-3p, miR-432-3p.
miR-46-5p, miR-47-5p. AGAGAG miR-6758-5p, miR-6856-5p.
MiR-49-3p, MiR-83-3p. AGCACC miR-29a-3p, miR-29b-1-3p, miR-29b-2-3p, miR-29¢-3p, miR-
6871-3p.
miR-50-5p. miR-190a-5p, miR-190b-5p.
GAUAUG
miR-62-3p, miR-90-3p.
miR-51-5p, miR-52-5p, miR-53-5p. miR-99a-5p, miR-99b-5p, miR-100-5p.
ACCCGU
miR-54-3p, miR-55-3p, miR-56-3p.
miR-51-3p. AUGGAA miR-3688-1-3p, MmiR-3688-2-3p.
miR-53-3p. ACGGCA miR-548al-3p, miR-4445-3p.
miR-54-5p. GGAUAU miR-3201-5p, miR-4791-5p.
miR-56-5p, miR-2213-5p. GGCGGA miR-25-5p.
miR-57-5p. ACCCUG miR-10a-5p, miR-10b-5p.
miR-58a-5p.
GCCCUA
miR-18b-3p.
miR-60-5p. miR-1243-5p.
ACUGGA
miR-1823-3p. miR-3654-3p.
miR-64-5p, mlR-SZSjé), miR-66-5p, miR- MiR-425-5p,
P AUGACA
miR-63-3p.
miR-65-3p. UGCUAC miR-5089-3p.
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miR-67-5p.

GCUCAU
miR-6847-3p.
miR-5003-5p.
CACAAC
miR-67-3p.
miR-6082-5p.
AAUACG
miR-70-3p.
miR-71-3p, miR-2953-3p. AUCACU hsa-miR-34c-3p.
miR-72-5p, TT::TQ?86168-§F)5 miR-8187-3p, miR-31-5p, MiR-6809-5p.
P GGCAAG
miR-73-3p, miR-74-3p.
miR-74-5p, miR-76-5p. GGGCUU miR-27a-5p.
miR-75-3p, miR-79-3p. UAAAGC miR-9-1-3p, miR-9-2-3p, miR-9-3-3p.
miR-77-5p. miR-758-5p.
AUGGUU
miR-218-2-3p.
miR-650-5p, miR-3612-5p.
GGAGGC
miR-78-3p.
miR-80-5p. GCUUUC miR-3160-1-5p, miR-3160-2-5p.
miR-83-5p.
CUGAAU
miR-4427-3p, miR-4680-3p, miR-5187-3p.
miR-1587-5p, miR-3620-5p.
UGGGCU
miR-86-3p. miR-1587-5p, MiR-3620-5p, miR-4674-3p.
miR-90-5p. GGCUUU miR-3119-1-5p, miR-3119-2-5p.
miR-3714-5p.
eioas AAGGCA | 1ip 124-1-3p, miR-124-2-3p, MiR-124-3-3p, MiR-506-3p, MiR-
P- 3714-5p, miR-3910-1-3p, miR-3910-2-3p.
miR-228-5p. AUGGCA miR-183-5p.
miR-228-3p. CGGAUC miR-127-3p.
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miR-229-3p.

miR-231-5p.

miR-231-3p, miR-787-3p.

miR-232-5p.

miR-234-5p.

miR-234-3p.

miR-235-3p.

miR-236-5p.

miR-236-3p.

miR-238-5p.

miR-239a-3p.

miR-240-5p.
mir-240-3p.
miR-244-5p

MiR-245-5p.

MiR-245-3p.

miR-246-3p.

GAAAGG

UGACUG

AAGCUC

CUGCAG

GGUAUU

UAUUGC

AUUGCA

GUCUUA

AAUACU

GGAUGU

GUGUCU

GAGGAU

ACUGGC

CUUUGG

CUAUUU

UUGGUC

UACAUG

miR-6730-5p.
miR-5681a-3p.
miR-3136-5p, miR-4439-5p.
miR-943-3p.
miR-99a-3p, miR-99b-3p, MiR-6796-3p.
MiR-1205-5p, miR-3158-1-5p, miR-3158-2-5p.
miR-17-3p, MiR-1184-1-3p, miR-1184-2-3p, miR-1184-3-3p.

miR-5681b-5p.

miR-137-3p.
miR-32-5p.

miR-25-3p, miR-92a-1-3p, miR-92a-2-3p, miR-92b-3p, MiR-
363-3p, miR-367-3p.

miR-200c-5p.
miR-550a-1-3p, miR-550a-2-3p, miR-550a-3-3p.

miR-8084-5p.

miR-200b-3p, miR-200c-3p, miR-429-3p.
miR-4764-5p.
miR-4711-3p.

miR-1185-1-5p, miR-1185-2-5p, miR-3605-5p, miR-3679-5p.
miR-193a-3p, miR-193b-3p, miR-892b-3p.

miR-9-1-5p, miR-9-2-5p, miR-9-3-5p.

miR-138-2-3p.
miR-133a-1-3p, miR-133a-2-3p, miR-133b-3p.

miR-4666a-5p.

93




miR-247-5p.

miR-249-5p.

miR-253-5p.

miR-255-5p.

miR-259-5p.

miR-261-3p.

miR-264-3p.

miR-265-3p.

miR-268-5p, miR-269-5p.

miR-270-3p.

miR-272-3p.
miR-356b-5p.
miR-356b-3p.
mir-357-3p, mir-786-3p.
miR-358-5p.

miR-360-5p.

miR-392-3p.

AGAGAA

GCAACG

UUUUCA

UAAGAA

AAUCUC

AGCUUU

GCGGGU

GAGGGA

GCAAGA

GCAUGA

GUAGGC

GGUGAG

UuGuuC

AAUGCC

CCUGGC

UGUGAC

AUCAUC

miR-3925-5p.
miR-3123-3p.

miR-891a-5p.

miR-335-3p.

miR-3653-3p.
miR-216a-5p, miR-216b-5p.

miR-208a-5p, miR-208b-5p.

miR-3621-5p, miR-3656-3p.

miR-3126-5p, miR-4510-5p, miR-6127-5p, miR-6129-5p, miR-
6875-5p.

miR-4419a-3p, miR-6130-3p, miR-6133-3p.
miR-4696-5p.
miR-6076-5p.
miR-6797-3p.

miR-6806-5p.

miR-4710-5p, miR-4792-5p.
miR-375-3p, miR-6739-3p.
miR-365a-3p, miR-365b-3p.

miR-221-5p, miR-8073-5p.

miR-6808-3p.

miR-136-3p.
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miR-787-5p.

miR-8191-5p.
MiR-789-1-3p, MiR-789-2-3p.
miR-790-5p.
miR-791-3p, MiR-8197-3p.

miR-792-5p.

miR-792-3p.
miR-794-3p.

miR-798-3p.

miR-1019-3p.
miR-1021-5p.
miR-1022-5p.

miR-1819-5p.

miR-1820-3p.
miR-1822-3p.
miR-1828-3p.
miR-1829a-5p.

miR-1829b-3p, miR-1829¢-3p, miR-
4812-3p.

miR-1830-5p.

miR-1832b-3p.

AAGAUA

CCCUGC

UUGGCA

GAGAGU

UGAAAU

GAAAAC

AAGCCU

UGUAAU

AGUGAG

AGAUCA

AUCAUG

ACCAUU

AGCUGC

CUGGAA

AGGGGA

AACCAC

GAGGUU

GUGGGC
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miR-4662a-3p.

miR-6752-3p.

miR-96-5p, miR-182-5p, miR-1271-5p.

miR-4693-3p.
miR-203a-3p.
miR-570-3p.
miR-7109-3p.

miR-2054-5p.

miR-3174-5p.

miR-5694-5p.

miR-96-3p, miR-2681-3p.

miR-6512-5p.

miR-22-3p.
miR-875-3p, MiR-6128-3p.
miR-6783-5p.
miR-6776-3p.
miR-377-5p, miR-655-5p, miR-6086-5p.

miR-4417-5p.



miR-1833-3p.
miR-2207-5p.

miR-2208a-5p, miR-2208b-5p, miR-
2209a-5p, miR-2209c-5p.

miR-2208b-3p.

miR-2209b-3p.

miR-2209c-3p.
miR-2210-3p.

miR-2211-5p.

miR-2212-3p.

miR-2215-5p.

miR-2217a-5p, miR-2217b-2-5p, miR-
2217b-3-5p, miR-2217b-4-5p.

miR-2217a-3p.
miR-2218a-5p.

miR-2220-5p.

miR-4805-5p.
miR-4805-3p.
miR-4810a-3p.

miR-4814-5p.

GAGGCU

GUGAAU

AGUGUA

UGCAGA

GAGAUG

AAAGAC

AAAGUC

CUCCAU

AGUGGC

CAGCAC

AGAGUG

CGACCC

AAACUA

UAAGAC

GCGGCA

AAUUUU

GAGUAU

UCUCAA
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miR-485-5p, MiR-2467-5p, miR-6884-5p.
miR-3188-3p, miR-3975-3p.
miR-1257-5p.
miR-4280-5p.
miR-1273h-3p, miR-3678-3p.
miR-1273f-5p, miR-4708-5p, miR-6088-5p.
miR-143-3p, miR-4770-3p.
miR-7161-5p.
miR-548u-3p.
miR-6507-3p.
miR-136-5p.

miR-3677-5p.

miR-383-3p, miR-3065-3p.

miR-5586-3p.
miR-551a-3p, miR-551b-3p.
miR-7844-5p.
miR-499a-5p.
miR-208a-3p, miR-208b-3p.
miR-6820-5p.
miR-590-3p.
miR-496-3p.

miR-513c-5p, miR-514b-5p.



miR-4921-3p. GUGCCA miR-1227-3p.

miR-8206-5p.
AUAUAA
miR-4922-1-3p, miR-4922-2-3p. miR-410-3p.
miR-583-5p, miR-1276-5p, miR-4311-5p.
AAAGAG
miR-4923a-3p.
miR-4926-5p.
UAGGAG
miR-4266-3p.
miR-4927-5p. miR-3940-5p.
UGGGUU
miR-4507-3p, miR-6839-3p.
miR-4929-3p. AUGCAC miR-501-3p, miR-502-3p.
miR-4930-5p.
GCUGCC
miR-6882-3p.
miR-4931-3p. CGCUGA miR-6825-3p.
miR-4932-5p. miR-638-5p.
GGGAUC
miR-4713-3p.
miR-4936-3p. GCUUUG miR-1251-3p.
miR-4937-5p. UGGGUA miR-1225-5p, miR-1229-5p.
miR-5546-5p.
CCCuuuU
miR-6832-3p.
miR-5546-3p. AAAAAU miR-548c-3p.
miR-3927-5p.
CCUAUC
miR-5547-3p.
miR-5548-5p. miR-1248-5p.
Ccuucu
miR-1237-3p.
miR-3137-5p, miR-3173-5p, miR-7976-5p.
GCCCUG
miR-5548-3p. miR-146b-3p, miR-6799-3p.
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MiR-5549-5p.

MiR-5550-5p.

MiR-5550-3p.

miR-5552-5p.

miR-8196b-3p.

MiR-5552-3p.

MiR-5553-5p.

miR-5592-1-5p, miR-5592-2-5p.

MiR-5593-1-5p, MiR-5593-2-5p.

MiR-5595-5p.

miR-8186-1-5p, miR-8186-2-5p.

miR-8186-1-3p, miR-8186-2-3p.

miR-8188-3p.

miR-8189-3p.

miR-8190-5p.

miR-8190-3p.

miR-8192-5p.

UUGUGA

CCCGCC

AAAUGA

GUAGUU

CUGCCA

UGCCAC

GGCCCU

AUGGCU

Ccucuuu

CUGCUC

AGCAAA

AGUAGA

UGGCCU

GGGAAA

UUCCUA

GGUCGA

hsa-miR-758-3p.
miR-4258-5p.
miR-7108-3p.

miR-1252-3p, miR-3646-3p.

miR-4703-3p.
MiR-6817-5p.

miR-4769-3p.

miR-3064-3p, miR-4715-3p.
miR-1291-5p.
miR-6775-3p, MiR-6851-3p.

miR-135a-1-5p, miR-135a-2-5p, miR-135b-5p, miR-889-5p.

miR-130b-5p.

miR-767-3p.
miR-548p-3p.

miR-411-5p.

miR-6878-3p.

miR-4668-5p, miR-6733-5p, miR-6739-5p.
miR-3153-3p.
miR-3685-5p.
miR-384-3p.

miR-412-5p.
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miR-3117-5p.

GACACU
miR-8193-3p.
miR-877-5p, miR-6866-5p.
UAGAGG
miR-8195-3p. miR-376a-1-3p.
miR-8197-5p.
GUGCUU
miR-636-3p.
miR-8200-5p. miR-4284-5p.
GGCUCA
miR-24-1-3p, miR-24-2-3p.
miR-8201-5p. CUGGAU miR-378j-5p, miR-6839-5p.
miR-8201-3p. AUUACA miR-6504-3p.
miR-8202-3p. GAGACA miR-4524a-3p.
miR-8206-3p. UUCAGA miR-3942-3p.
miR-8207-5p.
UGUCCU
miR-676-3p.
miR-8208-3p. UGGUUC miR-218-1-3p.
miR-8209-3p. Cuucuu miR-4778-3p.
miR-8210-5p. GCCUuUC miR-4297-5p, miR-5581-5p.
miR-8211-3p. CGGCUC miR-6741-3p.
miR-8212-5p.
UGCUCA
miR-1178-3p.

Anexo 3.-Familias de miRNAs maduros que se encuentra su regién-semilla tanto en C. elegans como en
humano. Primera columna: nombre de los miRNAs maduros de C. elegans. Segunda columna: region-semilla

encontrada. Tercera columna: nombre de los mMiRNAs maduros de humano.
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