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métodos no invasivos, especifico para la patologia
de interés y confiable para la deteccién de la enfer-
medad. La mayoria de los biomarcadores detectables
en sangre, en la actualidad, se basa en los niveles de

proteinas especificas en la sangre. Aunque las protei-

El presente articulo estd basado en la investigacién “Deteccién de
microRNAs extracelulares y su potencial como biomarcadores mole-
culares”, galardonado con el Premio de Investigaciéon UANL 2014 en
la categoria de Ciencias Naturales, otorgado en sesién solemne del

Consejo Universitario de la UANL, en agosto de 2014.
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nas son muy diversas y potencialmente muy infor-
mativas, diversos desafios hacen que el descubrimien-
to y desarrollo de nuevos biomarcadores basados en
proteinas sea una tarea costosa e intensiva. Estos de-
safios incluyen la complejidad de la composicién de
proteinas en la sangre, la diversidad de las modificacio-
nes postraduccionales y las dificultades en el desarrollo
adecuado de agentes de deteccion de alta afinidad.!
Los microRNAs (miRNAs) son moléculas peque-
fias de RNA con una longitud promedio de 22
nucleétidos, y con importantes funciones regulato-
rias a nivel postranscripcional, tanto en plantas como
en animales.” Recientemente, se ha observado que
estas moléculas retinen muchas caracteristicas de los

buenos biomarcadores, por ejemplo, son estables en
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muchos fluidos corporales, y las secuencias de la
mayorfa se conservan entre especies diferentes. Ade-
mds, el nivel de expresién de los miRNAs puede eva-
luarse con facilidad por varios métodos, entre los que
se incluye la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Otra ventaja de los miRNAs como biomarcadores
es su expresion especifica para los tejidos y represen-
ta muy bien su estado fisiolégico. El perfil de expre-
sion miRNAs definido se ha observado en patolo-
gias que van desde el cdncer hasta enfermedades pa-
rasitarias.>©

Uno de los retos para combatir el cincer de mama
es encontrar un biomarcador minimamente invasi-
vo, sensible y especifico que facilite la deteccién de
esta enfermedad, el seguimiento del paciente y su
respuesta al tratamiento.

Los estudios realizados sobre la expresién de los
miRNAs en cdncer de mama indican que estas mo-
léculas son especificas y, por sus caracteristicas antes
mencionadas, tienen potencial para ser excelentes
biomarcadores y herramientas de prondstico en esta
patologia.”®.

En cuanto a las enfermedades parasitarias, se pos-
tula que los miRNAs podrian influenciar la expre-
sién génica en su hospedero para facilitar la infec-
cién y controlar su respuesta inmune.” Algunos de
los miRNAs identificados en pardsitos han mostra-
do potencial para la identificacién de una especie
especifica.'® Sin embargo, la identificacién de
miRNAs en estos organismos sigue siento bastante
limitada, y se necesitan ensayos de secuenciacion para
caracterizar estas moléculas y descubrir nuevos
biomarcadores.

En el presente trabajo se muestra que el perfil de
expresién de miRNAs permite distinguir con alta
sensibilidad, especificidad y eficiencia entre pacien-
tes con cdncer mamario (CM) e individuos sanos.
La combinacién de tres miRNAs usados al mismo

tiempo como un solo grupo eleva significativamente
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la eficiencia de la prueba en cdncer mamario. La alta
estabilidad de los miRNAs en suero sanguineo per-
mitié su deteccién, y nos permite postular que tie-
nen potencial para convertirse en una herramienta
de diagnéstico no invasiva. Adicionalmente, en nues-
tro laboratorio se secuenciaron por primera vez los
miRNAs de Entamoeba histolytica, lo que permitié
detectar 199 miRNAs no descritos anteriormente, y
este hallazgo fue validado mediante la determinacién
de la expresién de los miRNAs con microarreglos y
por RT-PCR tiempo real. Este hallazgo constituye el
primero en su tipo, y supone el inicio de la busqueda

de la funcién de los miRNAs de E. histolytica.
METODOLOGIA

Las muestras de tejido y suero sanguineo de pacien-
tes con cdncer de mama, asi como de pacientes con
amibiasis, se almacenaron a -70°C hasta su utiliza-
cién. Para la extraccién de los RNAs totales de las
muestras de tejido de CM, de los sueros sanguineos
y trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS, se utiliz6
el Kit miRNeasy, con base en el protocolo del fabri-

cante.
PCR tiempo real

Las muestras de tejido y suero sanguineo de pacien-
tes con cancer mamario fueron amplificadas por PCR
tiempo real, con sondas Tagman, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. La cuantificacién fue
realizada por medio del método de 27, con tejido y

suero sanguineo de mujeres sanas como calibrador.
Secuenciacién de nueva generacién (NGS)
La biblioteca de DNACc fue secuenciada en el equipo

[llumina Gallx, a partir de las instrucciones del pro-

veedor. Las lecturas de la secuenciacién sin procesar

CIENCIA UANL / ANO 18, No. 71, ENERO-FEBRERO 2015



FERMIN MAR AGUILAR, MARIO R. MORALES VALLARTA, CRISTINA RODRIGUEZ PADILLA, DIANA RESENDEZ PEREZ

se obtuvieron con el software de Illumina Sequencing
Control Studio versién 2.8 (SCS v2.8), seguido del
andlisis de imagen de secuenciacién en tiempo real y
lectura automdtica de nucleétidos de Illumina Real-
Time Analysis versién 1.8.70 (RTA v1.8.70). El and-
lisis de las secuencias obtenidas se realiz6 con el pro-

grama ACGT101-miR v4.2 (LC Sciences).'""?
RESULTADOS

En el presente estudio, se determin la expresién di-
ferencial de miR-10b, miR-21, miR-125b, miR-145,
miR-155 y miR-191 en 50 pacientes con cincer de
mama, con respecto a la expresion de estos miRNAs
en 20 tejidos normales de mama. Después del anali-
sis estadistico, se seleccionaron los miRNAs que pre-
sentaron desregulacién estadisticamente significati-
va (miR-21, miR-125b y miR-191), para determi-
nar sus niveles de expresién. La expresion relativa de
miR-21 y miR-191 fue més alta en el tejido de cdn-
cer de mama, con respecto al tejido normal, mien-
tras que la expresién de miR-125b presenté menor
expresion. La sobreexpresion de miR-21 se elevé hasta
20 veces en 46 de las 50 muestras; en miR-191 la
sobreexpresion se elevd hasta 200 veces en 49 de las
50 muestras, en contraste con miR-125b que mos-
tré subexpresion de hasta cuatro veces menos, con
respecto al tejido normal en 48 de las 50 muestras
(figura 1).

Los valores de p de los 3 miRNAs (p= 0.019 para
miR-21, p=0.002 para miR-125b y p= 0.0008 para
miR-191) sehalan que es posible discernir entre una
muestra de cdncer de mama comparada con tejido
normal s6lo evaluando la expresién relativa. A partir
de los valores de expresion relativa, se construyeron
curvas ROC para cada uno de los miRNAs analiza-
dos; y se realizé el cdlculo del drea bajo la curva ROC
(AROG; figura 2). Con los valores de AROC se cal-

cularon sensibilidad, especificidad, valor de predic-
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Fig. 1. Niveles de expresion relativa de miR-21, miR125b y miR-191 en céan-
cer de mamay tejido sano. Los niveles de expresion relativa y valores estadis-
ticos (p) de miR-21 (p=0.01), miR-125b (p=0.002) y miR-191 (p=0.0008), en
pacientes con cancer de mama comparados con tejido de mama sano. La linea
punteada representa la media del nivel de expresion para cada miRNA.
cién positiva (VPP), valor de prediccién negativa
(VPN) y exactitud. Los valores de sensibilidad y es-
pecificidad fueron de 75 y 60% para miR-21, 79 y
88% para miR-125b y 93 y 95% para miR-191, res-
pectivamente. Adicionalmente, se calcularon estos
valores para la combinacién de 2 miRNAs, siendo la
sensibilidad y especificidad de 100 y 94% para la
combinacién de miR-125b/miR-191, y 92 y 100%
para la combinacién de miR-21/miR-191, respecti-
vamente. Los valores de VPP y VPN fueron de 100 y
88% para la combinacién de miR-21/miR-191, y
96 y 100% para la combinacién de miR-125b/miR-
191, respectivamente. Asimismo, los valores de exac-
titud de la prueba fueron de 98% para la combina-
cién miR-125b/miR-191, y 95% para la combina-
cién miR-21/miR-191. Los resultados muestran que
la combinacién de dos miRNAs (miR-125b/miR-
191 y miR-21/miR-191) presentaron mayor capaci-
dad para diferenciar entre tejido de cdncer de mama

y tejido sano.'
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Con base en estos resultados, posteriormente se
cuantificaron los niveles de expresién de miR-10b,
miR-21, miR-125b, miR-45, miR-155, miR-186,
miR-191 y miR-382 en suero sanguineo de 65 pa-
cientes con cdncer de mama y diez controles sanos,
para determinar si existen patrones diferenciales en-
tre ambos casos por RT-PCR tiempo real. Los resul-
tados de los niveles de expresiéon manifestaron que
en 42 muestras de sueros de pacientes con CM am-
plificadas satisfactoriamente para miR-10b, su tota-
lidad presenté una sobreexpresién con un rango que
va desde 1.5 a 11, 569.2 veces mds que el promedio
de expresién para las pacientes sanas. De 59 mues-
tras amplificadas satisfactoriamente para miR-21, 56
verificaron la sobreexpresion con rangos de 1.1- 24,
423.8 veces mds a los controles sanos, mientras que
el resto present6 subexpresién con un rango de 5.6-
50 veces menos al de los controles sanos. Las 40
muestras amplificadas satisfactoriamente para miR-
125b se sobreexpresaron de 2.7 a 115, 777.9 veces
mds, en comparacién a las controles sanos.

Las 18 muestras amplificadas para miR-145 se
sobreexpresaron de 1.6 a 56, 423.2 veces mds. De las
41 muestras amplificadas para miR-155, 40 se
sobreexpresaron de 1.8 a 129, 716.3 veces mds, mien-
tras que una presentd subexpresién de 1.6 veces me-
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Fig. 2. Area bajo la curva ROC (AROC) para miR-21, miR-125b, miR-191y
las combinaciones de miRs. La curva muestra la sensibilidad y especificidad
para miR-21, miR-125b, miR-191, miR-125b/miR-191 y miR-21/miR-191.
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nos comparada con los controles sanos. De las 33
muestras amplificadas para miR-186, 31 presenta-
ron sobreexpresién de 1.07 a 17, 817.41 veces mds,
y dos mostraron subexpresién de 1.6 a 2.3 veces
menor que los controles sanos. De 25 muestras para
miR- 191, 21 presentan sobreexpresién de 1.4 a 4,
138.8 veces mayor, y cuatro se subexpresan de 1.1 a
50 veces menos que en pacientes sanas. Por dltimo,
las 40 muestras amplificadas para miR-382 presen-
taron sobreexpresion de 2.43 a 1, 948.3 veces mds
que en pacientes sanas.

En la figura 3, se muestra que la concentracién
de ocho miRNAs fue significativamente mayor en el
suero de los pacientes con CM que en el de los pa-
cientes sanos (p < 0.001). El andlisis de la curva ROC,
llevada a cabo para evaluar el valor diagnéstico de
los ocho miRNAs en suero, revelé el potencial de
tres de ellos (miR-145, miR- 155 y miR-382) como
biomarcadores valiosos para la distincién de pacien-
tes con CM de los pacientes sanos.

Se calcul6 el valor limite éptimo de 59.22 para
una maxima sensibilidad y especificidad de miR-10b,
en el que los valores fueron de 83.30 y 100.00%,
respectivamente. El valor limite de 6.48 para miR-
21 mostré la sensibilidad y especificidad de 94.40 y
80.00%; en el valor limite de 8.46 para miR-125b,
la sensibilidad y especificidad fueron de 88.90 y
80.00%. En el valor limite de 15.93 para miR-145,
la sensibilidad y especificidad fueron de 94.40 y
100.00%, y en el valor limite de 7.92 para miR-155,
la sensibilidad y especificidad fueron de 94.40 y
100.00%.

En el valor limite de 9.07 para miR-186, la sensi-
bilidad y especificidad fueron de 83.30 y 90.00%, y
en el valor limite de 11.59 para miR-191, la sensibi-
lidad y especificidad fueron de 72.20 y 90.00%. Por
ultimo, en el valor limite de 4.85 para miR-382, la
sensibilidad y especificidad fueron de 94.40 y 90.00%
(figura 3).
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Fig. 3. Niveles relativos de expresion de los miRNAs en el suero de pacientes
con CM. a) miR-10b, b) miR-21, ¢) miR-125b, d) miR-145, e) miR-155, f)
miR-191, g) miR-382, h) miR-145/ miR-155/ miR-382 en suero de pacientes
con cancer de mama (CM) y controles sanos (CS). Los valores p para todos
los microRNAs fueron significativos (p < 0.001).

Para elevar el valor diagnéstico del ensayo se rea-
lizé la combinacién de las curvas ROC de miR-145,
miR-155 y miR-382. El radio de combinacién de
estos tres miRNAs logré los mayores valores de AUC
de 0.9878 (95% CI: 0.9065 a 0.9985); y en el limite
6ptimo de 10.07, la sensibilidad y especificidad fue-
ron de 97.60 y 100.00%, respectivamente (figura 4).
Finalmente, la eficiencia de la prueba diagnéstica,
definida como el porcentaje de sujetos diferenciados
correctamente como enfermos de los sujetos sanos
fue de 89.3% para miR-10b, 89.3% para miR-21,
89.3% para miR-125b, 96.40% para miR-145,
96.40% para miR-155, 85.7% para miR-186,
78.60% para miR-191, 92.90% para miR-382, y de
98% para la combinacién de miR-145/miR-155/
miR-382. Estos resultados indican que el andlisis de
tres miRNAs simultdneamente tiene un mayor po-
tencial diagndstico para la deteccién de cdncer de
mama, en comparacién de la deteccion de un solo
miRNA como biomarcador.

Los niveles séricos de los miR-10b, miR-21, miR-
125b, miR-145, miR-155, miR-186, miR-191 y
miR-382 se analizaron en pacientes con CM en di-
ferentes estadios TNM de la enfermedad, para de-
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Fig. 4. Area bajo la curva ROC de miR-10b, miR-21, miR-125h, miR-145,
miR-155, miR-186, miR-191, miR-382 y miR-145/miR-155/miR-382. Cada
miRNA por separado mostré un menor valor de sensibilidad y especificidad
que la combinacion de miR-145/miR-155/miR-382.

terminar si estos miRNAs podrian diferenciar entre
estadios. Los resultados no mostraron diferencia sig-
nificativa entre los niveles séricos de los ocho miRINAs
en los cuatro estadios analizados de la enfermedad.!>

Por otro lado, también se determiné la presencia
de los microRNAs en trofozoitos de Entamoeba
histolytica HM1-IMSS, mediante secuenciacién de
nueva generacién (NGS).

De la reaccién de secuenciacién se obtuvieron en
total 16, 688, 748 lecturas de secuencias sin proce-
sar; de éstas fueron removidas las secuencias que no
contenian el adaptador utilizado para la secuencia-
cién, resultando en 10, 620, 021 lecturas, de las cua-
les se eliminaron aquéllas que tenfan menos de 15
nucleétidos de longitud. Finalmente, 7, 604 secuen-
cias fueron consideradas como contaminantes por
lo que, al eliminarse, resultaron 5, 239, 324 secuen-
cias nucleotidicas en total, que se consideraron como
lecturas asignables. Estas lecturas asignables se clasi-
ficaron en grupos, y las de mayor importancia fue-
ron las que se pudieron alinear al genoma de E.

histolytica, ademds, estas secuencias extendidas fue-
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ron alineadas al genoma de E. histolytica para deter-
minar el potencial de formar horquillas (hairpins).
En este grupo se encontraron 199 miRNAs diferen-

tes, con 21 nucleétidos de longitud en promedio.

Prediccién de genes blanco regulados por miRNAs

en Entamoeba histolytica

Para determinar la funcién probable de los miRNAs
de la amiba, se realizé la prediccién de genes blanco
con el programa miRanda," el cual es un algoritmo
computacional de cédigo abierto con una tasa cono-

cida de falsos descubrimientos.!”"'8

Para el genoma
de E. histolytica existen 8, 201 genes codificantes
anotados, 90% de los cuales no tiene una 3’UTR
anotada. En 10% de los genes de E. histolytica con
una regién 3’UTR anotada, ésta es de longitud va-
riable. En este trabajo utilizamos 340 genes con
3’UTRYy, para realizar un andlisis mds exacto, consi-
deramos todas las regiones 3’'UTR que tenian la mis-
ma longitud. Para uniformizar esta medida, se cal-
culé la media de la longitud de las regiones 3’UTR,
y se le sumaron dos desviaciones estdndar (media
observada= 140; desviacién estdndar= 180).

De esta manera, se extrajeron de la base de datos
secuencias de 500 nucleétidos de 3’UTR, mis 30
nucleétidos de la parte final de la secuencia
codificante. La energfa libre minima (MFE) propor-
ciona una idea de la estabilidad de la estructura se-
cundaria del miRNA. Wei y colaboradores han usa-
do este pardmetro en -14 kCal/mol,” mientras que
Huang ez a/. han usado en -25 kCal/mol.?* Para este
trabajo, se eligié el valor intermedio de MFE, y se
fij6 en -18 kCal/mol para llevar a cabo el anilisis en
el algoritmo miRanda. Se obtuvieron 66 posibles
genes blanco, 32 con genes hipotéticos y 34 con ge-
nes con funcién conocida. Estos resultados sugieren
que los miRNAs presentes en E. histolytica podrian

regular de uno a ocho genes diferentes.”!
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DISCUSION

En el presente trabajo se analizé el perfil de expre-
sién de nueve miRNAs en tejido mamario; los

miRNAs se

microarreglos que revel6 un patrén de expresién di-

seleccionaron debido al andlisis de

ferencial en tejido canceroso contra tejido normal.
Elegimos miR-10b, miR-125 y miR-145, porque se
encuentran menos expresados en tejido canceroso con
respecto al tejido normal; a miR-21 y miR-155, por-
que se encuentran sobreexpresados en tejido malig-
no. Asimismo, miR-191, miR-212 y miR-213 se
eligieron debido a que pueden predecir el grado de
invasividad del tumor.

El andlisis estadistico realizado a los resultados
obtenidos demuestra que miR-10, miR-21, miR-
125b, miR-132, miR-145, miR-212 y miR-213 evi-
denciaron diferencia significativa, siendo miR-10,
miR-125b, miR-21 y miR-145 los mejores miRNAs
para el diagndstico diferencial entre tejido sano y te-
jido canceroso. Los miRNAs restantes no mostraron
diferencia significativa, aunque el andlisis de un ma-
yor niimero de muestras permitird precisar estas ci-
fras. La combinacién de dos miRNAs (mir-21/miR-
191 y miR-125b/miR-191) mostr6 un aumento de
la sensibilidad y especificidad del ensayo, por lo que
se considera que son los mejores candidatos para uti-
lizarse como biomarcadores. Estos resultados obte-
nidos apoyan la posibilidad de utilizar a los miRNAs
analizados como posibles biomarcadores moleculares,
ya que pueden discriminar entre tejido normal y tejido
canceroso en la mayoria de los casos analizados.

Recientemente, se ha observado que los miRNAs
extracelulares que circulan en corriente sanguinea
pueden utilizarse como posibles biomarcadores para
el diagndstico de muchas enfermedades, incluyendo
el cancer.?>? A la fecha se han realizado varios estu-
dios para medir los niveles de expresién de los

miRNAs en cdncer de mama, tanto en tejido tumoral
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como en suero y plasma.’**Los resultados obteni-
dos en nuestro laboratorio con el anilisis de la expre-
sion de miRNAs en tejido de cdncer mama fue el
punto de partida para analizar el perfil de expresién
de estos miRNAs en suero de pacientes con cdncer
de mama.

En la busqueda del posible establecimiento de
nuevos biomarcadores, analizamos el perfil de expre-
sién de seis miRNAs desregulados en tejido (miR-
10b, miR-21, miR-125b, miR-145, miR-155 y miR-
191), mientras que miR-186 y miR-382 se incluye-
ron en el andlisis, tomando en cuenta los resultados
obtenidos en ensayos con placas TLDA (Tagman Low
Density Array) realizados en nuestro laboratorio. El
andlisis se realizd en suero de 65 pacientes con cdn-
cer de mama, y diez mujeres sanas (controles). La
sensibilidad y especificidad para los ocho miRNAs
analizados con un limite éptimo fueron de 83.30 y
100.00% para miR-10b, 94.40; 80.00% para miR-21,
88.90 y 80.00 para miR-125b, 94.40 y 100.00% para
miR-145, 94.40 y 100.00% para miR-155, 83.30 y
90.00% para miR-186, 72.20 y 90.00% para miR-191
y 94.40 y 90.00% para miR-382. Los resultados obte-
nidos concuerdan con otros estudios que discriminan
sujetos con cdncer y sujetos sanos.'*?** Ademds, se
detecté que la combinacién de tres miRNAs (miR-145,
miR-155 y miR-382) tiene una mejor sensibilidad
(97.6%), especificidad (100%) y eficiencia (98%) que
cualquier otro miRNA analizado por separado.

Por otro lado, como los miRNAs estdn involu-
crados en muchos procesos de regulacién en la célu-
la es posible que estén involucrados en los mecanis-
mos que utilizan pardsitos como E. histolytica. Sin
embargo, hasta la fecha no ha sido reportada la exis-
tencia de miRNAs en Entamoeba histolytica. Por ello,
se planted el objetivo de determinar la presencia de
miRNAs en E. histolytica. Para llevar a cabo este ob-
jetivo, se utilizé la secuenciacién de nueva genera-

cidn, la cual ofrece la ventaja de cuantificar la abun-
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dancia absoluta de los miRNAs, y ademds permite el
descubrimiento de nuevos miRNAs. Se obtuvieron
16 millones de secuencias, de las cuales sélo poco
mds de 5 millones fueron lecturas de alta calidad en
el genoma de E. histolytica. Se encontré que s6lo 0.5%
de las lecturas no fueron redundantes y se alinearon
de manera perfecta al genoma de E. histolytica, y es-
tas secuencias son candidatas a ser nuevos miRNAs,
debido a que su secuencia tiene el potencial de for-
mar una estructura de horquilla, la cual es caracteris-
tica de los precursores de los miRNAs.

En este trabajo se identificaron por primera vez
199 miRNAs pertenecientes a E. histolytica, esto de
acuerdo a los criterios para distinguir miRNAs de

30-32

otros tipos de RNAs pequenos, a partir del es-

quema bioinformdtico propuesto en el algoritmo
ACGT101-miR v4.2.'"13 Nuestros resultados no
mostraron ninguna similitud con miRNAs conoci-
dos de plantas y animales. Estos resultados son con-
sistentes con los hallazgos observados en el alga ver-
de unicelular Chlamydomonas reinhardtii, la cual tam-
bién posee miRNAs, pero ninguno presenta simili-
tud con los miRNAs reportados hasta el momen-
to.%. Este resultado sugiere que los de organismos
unicelulares representan una nueva clase de miRNAs
que merecen estudiarse con amplitud. Adicionalmen-
te, la falta de miRNAs universalmente conservados
entre plantas, animales y algas verdes sugiere que los
genes de miRNAs pudieron haber evolucionado in-
dependientemente en los linajes que conducen a es-
tos grupos.®® Por lo tanto, la evolucién de E. histolytica
podria ser similar a la de las algas verdes.
Recientemente, se ha acumulado evidencia sobre
la funcién de los miRNAs en la interaccién hospe-
dero-patdgeno y la regulacion de la respuesta inmu-
ne contra agentes infecciosos. Debido a que los pa-
rasitos han coevolucionado con sus hospederos para
el establecimiento de infecciones crénicas y el desa-

rrollo de mecanismos de evasion, se ha postulado la
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hipétesis de que los pardsitos usan estos mecanismos
para evadir la respuesta inmune del hospedero, y
tomando en cuenta que los miRNAs no generan una
respuesta inmune, pueden transportarse libremente
via exosomas, y regular los transcritos de las células
del hospedero. Sin embargo, a la fecha no se ha esta-
blecido una interaccién de esta naturaleza.’**> El es-
tudio de los miRNAs presentes en pardsitos, su ex-
presién y transporte hacia las células del hospedero
servird como base del establecimiento de nuevos
biomarcadores y terapias para las enfermedades pro-
ducidas por parisitos.

La basqueda de biomarcadores informativos no
s6lo es clave para entender los procesos fisiopatold-
gicos de las enfermedades, también es fundamental
para el desarrollo terapéutico, por lo que ha sido uno
de los principales enfoques de la investigacion bio-
médica en las Gltimas dos décadas. A pesar de la iden-
tificacién de nuevos biomarcadores basados en pro-
teinas, muy pocos pasan procesos realmente riguro-
sos de validacién. Los miRNAs poseen muchas pro-
piedades deseables en comparacién con
biomarcadores de proteinas; sin embargo, requieren
los mismos procesos de validacién para demostrar
su especificidad y selectividad. Los desafios funda-
mentales del desarrollo de biomarcadores basados en
miRNAs son las cuestiones relacionadas con su me-
dicién exacta. La creacién de un proceso de estanda-
rizacién para la preparacién de muestras y el desa-
rrollo de un método mds preciso para evaluar la cali-
dad y cantidad de los miRNAs son los desafios del
presente. Una vez resueltos los métodos de diagnés-
tico basados en miRNAs, podrian ser una realidad

en el laboratorio clinico.

RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de RNA

de 18 a 24 nucledtidos de longitud involucrados en
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la regulacién de la expresién génica a nivel
postranscripcional en la célula. En este trabajo anali-
zamos la expresién de miRNAs en muestras de teji-
do y suero de pacientes con cdncer mamario, y este
perfil permite distinguir pacientes con cdncer de
mama y mujeres sanas con alta sensibilidad, especifi-
cidad y eficiencia. La combinacién de dos miRNAs
para tejido y tres para suero, usados en conjunto como
un solo grupo, eleva significativamente la eficiencia
de la prueba, y demuestra que los miRNAs tienen
gran potencial como nuevos biomarcadores no
invasivos en cdncer de mama. Adicionalmente, se
realizé la busqueda de miRNAs en el protozoario
Entamoeba histolytica, por secuenciaciéon profunda,
lo que permiti6 realizar la primera descripcién de
miRNAs en este pardsito. Se identificaron 199
miRNAs exclusivos para este pardsito, que servirdn
de base para el estudio de la regulacién génica en E.
histolytica y el establecimiento de nuevos biomarca-

dores para la amibiasis.

Palabras clave: miRNAs, Cincer de mama, E.

histolytica.
ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are 18 to 24 nucleotide-long
RNA molecules responsible for the regulation of gene
expression at the post-transcriptional level in the cell.
In this work, we analyzed the expression of miRNAs
in tissue samples and serum of patients with breast
cancer and we found that miRNA expression pat-
terns distinguish patients with breast cancer from
healthy women with high sensitivity, specificity, and
efficiency. The combination of 2 and 3 miRNAs used
as a group in tissue and serum respectively, signifi-
cantly increases the efficiency of the test and shows
that miRNAs have potential as novel noninvasive

biomarkers in breast cancer detection. Additionally,
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miRNAs were detected by deep sequence in the pro-
tozoan parasite Entamoeba histolytica, which allowed
the first description of miRNAs in this parasite. We
identified 199 new miRNAs in E. histolytica, which
are the base for the study of gene regulation and the

establishment of new biomarkers for amoebiasis.
Keywords: MiRNAs, Breast Cancer, E. histolytica.
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