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Existe una gran diversidad de ARNs no codificantes

Vickers et al., 2015; Boivin et al., 2018 

▪ Conocemos muchas clases de ncARNs 

presentes en el transcriptoma celular. 

▪ Se clasifican según su tamaño y función, 

longitud.

▪ Small RNAs (sncARNs) <50 nt 

▪ microARNs, piwiARNs, tRFs

▪ Mid-sized RNAs (mncRNAs) 50-400 nt 

▪ Long RNAs (lncARNs) >400nt

▪ lincARNs, rARN



Panorámica transcripcional de los ARNs no codificantes

Morris, K., Mattick, J., 2014 



microARNs y ARN pequeños derivados de ARN no codificantes más largos

Röther S. & Meister G. et al., 2011; Bartel DP., 2018, Carvalho Barbosa et al., 2019 

% de Genoma No-codificante:
Procariotas: 1-15%
Eucariotas: 50-80% 

sncARNs generados por el procesamiento de RNA funcionales maduros



Herramientas para el bloqueo y modulación de ncARNs 

Slack FJ. & Chinnaiyan AM., 2019

1. Onpattro (patisiran) Aprobada por la FDA en 2018.

•Mecanismo: siRNA que se utiliza para tratar la amiloidosis 

hereditaria mediada por transtiretina (hATTR), una 

enfermedad rara causada por una acumulación de 

proteínas mal plegadas. 

2. Givlaari (givosiran) Aprobada por la FDA en 2019.

•Mecanismo: siRNA utilizado para tratar la porfiria 

hepática aguda (AHP), una enfermedad rara del 

metabolismo que afecta la producción de hemoglobina. 

3. Leqvio (inclisiran) Aprobada por la FDA en 2021.

•Mecanismo: siRNA que se utiliza para reducir los niveles 

de colesterol LDL (el "colesterol malo") en pacientes con 

dislipidemia. 



Los inicios de NGS y microARNs - small RNA-seq (sRNA-seq)  

Landgraf P., et al. 2007

Desde el descubrimiento del primer miARN lin-4 en nematodos, se han detectado más de 
38.000 miARN en 271 organismos, incluidos 1917 miARN humanos (miRBase v22)

2007



Panorama General del Genoma Humano

Última versión de miRBase v22 están anotados 1917 miARN humanos

• El número de genes que codifican proteínas se 
está estabilizando en alrededor de 19.500.

• Aunque el número de isoformas de estos 
genes sigue siendo un tema de intenso estudio 
y discusión.

• Los ncRNAs se encuentran en una etapa más 
temprana de comprensión y su número sigue 
aumentando.



¿Por qué NGS? - small RNA-seq (sRNA-seq)  

Ofrece una mayor sensibilidad y precisión que las tecnologías anteriores. Su sensibilidad y 
especificidad están por encima de las técnicas de microarrays.

• Secuenciación exacta, resolución de nucleótidos
• Identificación de variaciones en longitud o composición
• No requiere información previa del transcripto
• Se pueden detectar eventos de edición de ARN
• Identificación de polimorfismos (expresión específica de alelo)
• Proporciona una gran profundidad de cobertura (rango dinámico)

Landgraf P., et al. 2007; Veneziano D, et al. 2015

1. Aislamiento de ARN

2. Construcción de biblioteca de ADNc

3. Secuenciación



Aspectos relevantes a considerar para el estudio de sRNA-seq

• La biogénesis de miARN maduros se produce mediante un proceso de varios pasos (nucleasas DROSHA y 
DICER).

• Rango de tamaños (16-25 nts)
• El número promedio de copias de un miARN individual se ha estimado aproximadamente en ~500 por célula 

(mayor que mRNAs).
• Rango dinámico de al menos cuatro órdenes de magnitud.
• Algunos miARN específicos de un tipo celular están presentes hasta en >10 000 copias por célula.
• Se pueden producir diferentes especies de miARN maduros a partir de una única molécula de pre-miARN.



Consideraciones de la muestra para small RNA-seq (sRNA-seq)  

• Los métodos de procesamiento de 
muestras y extracción de ARN pueden 
tener un impacto sustancial en los 
resultados de los miARN (degradación).

• Los productos disponibles comercialmente 
y ampliamente utilizados se basan 
generalmente en la extracción química 
utilizando sales caotrópicas concentradas, 
como el tiocianato de guanidinio (Trizol 

and QIAzol reagents).

Los pasos de purificación siempre pueden introducir sesgos

Los miARN representan una pequeña fracción (~0,01%) de la masa total de ARN celular

Pritchard CC, et al. 2012 



Estimación de los niveles de ARN en una célula de mamífero típica

Palazzo AF., & Lee ES., et al. 2015; Romano G, et al. 2017
 

El número total de moléculas de ARN se estima en aproximadamente 107 por célula



Que modelo, tejido/muestra, método de extracción y plataforma de análisis

Construcción de una librería de cDNA

sRNA-seq permite la identificación de secuencias de 
miARN y distinguir fácilmente entre miARNs que difieren 
en un solo nucleótido, así como isomiR de longitud 
variable

Pritchard CC, et al. 2012 

Métodos de preparación de bibliotecas de ADNc que 
favorecen la captura de algunos miARN sobre otros

Sesgos



Que modelo, tejido/muestra, método de extracción

Guo Y, et al. 2017



Evaluación de calidad, cantidad e integridad del ARN

• Es habitual evaluar el rendimiento y el 
grado de integridad general del ARN 
mediante espectrofotometría e 
instrumentos de electroforesis capilar 
automatizados, como el Bioanalyzer 2100 
(de Agilent).

• Proporción de ARN en la ventana de 15 a 
40 nt en relación con la abundancia total 
de ARN

https://www.agilent.com/en/small-rna-analysis-details-specifications; Pritchard CC, et al. 2012 
 

https://www.agilent.com/en/small-rna-analysis-details-specifications


Small RNA-seq (sRNA-seq) pipeline

Potla P, et al. 2020



Small RNA-seq library - two-adaptor ligation-based methods 

Potla P, et al. 2020; Benesova S, et al. 2021



Small RNA-seq library - Sesgos 

Raabe CA, et al. 2013

En consecuencia, globalmente los 
métodos no reflejan la verdadera 
abundancia de miARN, la mayoría de 
los miARN se sobreestiman o 
subestiman sistemáticamente y algunos 
pueden pasar completamente 
desapercibidos.



Small RNA-seq library - Improved two-adaptor ligation-based methods  

Baran-Gale J, et al. 2015; Benesova S, et al. 2021

randomized adaptors UMIs

Barcode: Durante la preparación de la biblioteca antes de la secuenciación, se asigna un código de barras específico 
(8 nucleótidos [nt] de longitud) a cada muestra.



Unique Molecular Identifiers - (UMIs)

• Es un control interno para reducir el sesgo de amplificación de la 
biblioteca (PCR), lo que permite una cuantificación precisa de los miARNs.

• Las UMI se agregan a cada miARN incorporado en la librería. 

• Las UMI permiten distinguir lecturas generadas a partir de una molécula 
idéntica que fue amplificada por PCR.

• Después de la secuenciación, las lecturas de UMI se colapsan de modo 
que los recuentos por miARN sean más representativos de la muestra 
inicial original previo a la amplificación (PCR).

Kivioja T, et al. 2011 

QIAseq miRNA Library Kit 



Unique Molecular Identifiers - (UMIs)

Kivioja T, et al. 2011; Pflug F.G. & von Haeseler A. 2018

Barcode (8 nt de longitud) 
UMI (12 nt de longitud)



NGS-based RNA-seq bioinformatics analysis tools/pipelines

La mayoría de las herramientas/pipelines disponibles para la investigación del transcriptoma por NGS se 
concentran en la detección/predicción/cuantificación de la expresión de ARN pequeños, especialmente miARN.



NGS-based RNA-seq bioinformatics analysis – Quality check
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NGS-based RNA-seq bioinformatics analysis – Quality check

• Una valor Q de 30 (99,9% de precisión) se considera aceptable. 
• Para datos de secuenciación de miARN, un porcentaje mayor (>40%) de lecturas que tienen 3’ adaptadores.

miRNA



NGS-based RNA-seq bioinformatics analysis – Quality check post trimming

miRNA



NGS-based RNA-seq bioinformatics analysis – Single end vs Paired end

Gaspar JM., 2018 

Permite la corrección de errores y la determinación 
precisa de la cobertura de lectura

Inserto de 20-50 nt – reads 150 pb



QC de las lecturas secuenciadas – consideraciones del Trimming

Pritchard CC, et al. 2012; Potla P, et al. 2020 

Solo remover adaptadores

Conservar longitudes de lectura para 
miARNs esperadas para eliminar lecturas 
que sean demasiado cortas (<18 pb) o 
demasiado largas (>30 pb)



miRTrace

https://friedlanderlab.org/software/mirtrace/; Kang W, et al. 2018  

https://friedlanderlab.org/software/mirtrace/


miRTrace

https://friedlanderlab.org/software/mirtrace/; Kang W, et al. 2018  

https://friedlanderlab.org/software/mirtrace/


Alineamiento de lecturas basada en referencias

Pritchard CC, et al. 2012; Potla P, et al. 2020 



Desafíos del análisis de datos de sRNAseq

Pritchard CC, et al. 2012; Potla P, et al. 2020 



miRBase y MirGeneDB

La última versión de miRBase (v22) contiene secuencias de microARN de 271 organismos: 38.589 precursores en 
horquilla y 48.860 microARN maduros.



miRBase – gff y fasta (miRs o precursores)

El alineamiento a miRBase como referencia debería representar la 
mayoría de las lecturas de secuenciación en aproximadamente 60-80%



Alineamiento de lecturas basada en referencias

Pritchard CC, et al. 2012; Potla P, et al. 2020 



Alineamiento de lecturas cortas

Ziemann M, et al. 2016



Alineamiento de lecturas cortas

Ziemann M, et al. 2016



Alineamiento de lecturas cortas - consideraciones

Aligner accuracy:
• Non-templated terminal extension
• Subject to varying read length
• Reads containing mismatches
• Reads containing indels
• Multiply mapped reads

El análisis de datos de smRNA-seq reales y simulados demuestra que 
la selección del mapeador afecta los resultados y la interpretación de 
la expresión diferencial.

Ziemann M, et al. 2016



Evaluación de la distribución de mapeos de ncRNA

Deschamps-Francoeur G, et al. 2020; Liu CJ, et al. 2022



Evaluación de la distribución del mapeo de lecturas de Multi-Mapping

Deschamps-Francoeur G, et al. 2020; Liu CJ, et al. 2022

15 reads 9 reads

Las lecturas de MMAP se producen 
cuando hay múltiples posibles 
alineamientos con la mejor 
puntuación en el genoma de 
referencia.



Evaluación de la distribución del mapeo de lecturas Multi-Mapping

Axtell MJ. 2013; Johnson NR, et al. 2016



Alineamiento y asignación de lecturas – Cross-mapping ncRNAs

Ziemann M, et al. 2016



Normalización de los datos

• La normalización (el proceso de reducir el error técnico o la variación entre muestras) es fundamental para un 
análisis de expresión preciso.

• El objetivo de la normalización es ajustar los datos para eliminar la variación entre muestras no relacionada 
con la condición biológica que se estudia, facilitando así la identificación de las diferencias biológicas 
relevantes.

• La expresión media global de los datos de miARN como normalizador.
• Se basa en la suposición de que, aunque miARN específicos pueden variar entre muestras biológicas debido a 

causas biológicas, se espera que el patrón general de expresión de los miARN sea invariable.

• Otro enfoque es el uso de miARN de control sintéticos añadidos (spike-in) que se introducen en la muestra de 
ARN en un rango de cantidades conocidas y que normalmente no están presentes en la muestra (por ejemplo, 
miARN de plantas).

• RPM o CPM: un enfoque común es representar la abundancia de un miARN determinado en una muestra 
como el porcentaje del total de lecturas (o, en algunos casos, del total de lecturas mapeables).

Wylie D, et al. 2011; Pritchard CC, et al. 2012 



Normalización de los datos

• La normalización (el proceso de reducir el error técnico o la variación entre muestras) es fundamental para un 
análisis de expresión preciso. Distinguir la verdadera diferencia biológica y el ruido aleatorio

• Profundidad de cobertura –– definida como el número promedio de lecturas por molécula

• “Currently, a method is often chosen by the analyst based on personal preference and convenience rather than
objective criteria governed by the data.”

Garmire LX & Subramaniam S., et al. 2012; Veneziano D, et al. 2015; Düren Y, et al. 2022

Su desempeño 
depende en gran 

medida de los datos 
bajo estudio



Normalización de los datos

• Scaling-based methods:
• Calcula un factor de escalado basado en los datos de cada muestra y divide sus recuentos por este factor.

• Regression-based methods:
• Se basa en una regresión lineal, que normalmente adopta una covariable que representa la variación de 

profundidad e incluye esta covariable en un marco de regresión para el análisis de la expresión diferencial.

• Existen algunos paquetes de software diseñados para normalizar los datos de RNA-Seq antes del estudio de 
expresión diferencial (DE).

• Trimmed Mean Method in edgeR (Robinson et al. 2010)

• DESeq/DESeq2 que utiliza negative binomial model (Robinson and Oshlack 2010)

• Trimmed Mean Method (TMM), quantile normalization (QN), scaling normalization (SC).

Garmire LX & Subramaniam S., et al. 2012; Veneziano D, et al. 2015; Düren Y, et al. 2022



Normalización de los datos - DANA

Garmire LX & Subramaniam S., et al. 2012; Veneziano D, et al. 2015; Qin LX, et al. 2020; Düren Y, et al. 2022

• ‘DAta-driven Normalization Assessment’ (DANA). El objetivo es identificar un método que elimine al máximo las 
variaciones de profundidad experimental dispar ("efectos de manejo") y que afecte mínimamente las señales biológicas 
verdaderas ("efectos biológicos"). 

• TCGA-UCEC endometrial cancer data

Among them, Trimmed mean of M-values (TMM) was a better scaling method, whereas the median and
the upper quartiles were consistently the worst performers.



Expresión diferencial - DEGs

• El cálculo de la expresión diferencial de miARN entre grupos (comparaciones entre dos o más grupos)

• La magnitud del Fold Change que constituye una expresión diferencial significativa dependerá del contexto 
experimental.

• La significancia estadística y el false discovery rate



Muchas gracias!!!
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