Universidad IVIRMA
ue Europea MADRID Glob )

MicroRNAs circulantes como
biomarcadores no invasivos y
herramientas terapeéuticas para

la endometriosis

Trabajo Fin de Master
Master aplicado en biologia y tecnologia aplicada a la reproduccion humana
Curso 2024-2025

Autor: José Angel Corona
Tutor: Maria Cruz Palomino

Cotutora: Emma Munoz Saez



Implicaciéon de MiRNAs en la endometriosis José Angel Corona Lang

Indice

Lista de abreviaturas 1
Resumen 2
Objetivos e hipotesis 4

Introduccién y metodologia

Capitulo 1: Introduccion a la endometriosis y biomarcadores no invasivos

6
1. Definicion y Prevalencia 6
2. Sintomas Principales y Calidad de Vida 6
3. Diagnostico de la Endometriosis 7
4. Limitaciones de los Métodos Diagnésticos Actuales 8
5. Necesidad de Biomarcadores no Invasivos 8
6. Papel del Microambiente Inflamatorio e Influencia Hormonal 8
Capitulo 2: RNAs no codificantes 10
7. RNAs no codificantes (ncRNAS) 10
7.1. Micro RNA (miRNAs) 11
8. Mecanismos de Influencia de los miRNAs en la Patogénesis de la Endometriosis
12
9. Resistencia Hormonal (Resistencia a la Progesterona y Dependencia de
Estrogenos) 15
Capitulo 3: MicroRNAs como Biomarcadores y Dianas Terapéuticas 17
10. Evaluacion Sistemaética de miRNAs Circulantes como Biomarcadores de
Endometriosis 17
11. MiRNAs Especificos Propuestos como Biomarcadores en Endometriosis: Analisis
en Sangre y Liquido Peritoneal 18
11.1. miRNAs en plasma 18
11.2  miRNAs en Tejido Endometrial y Liquido Peritoneal 20
12. Sensibilidad y Especificidad como Herramientas Diagnésticas y Desafios 22
13. Uso en la Monitorizacién de la Progresion de la Enfermedad y Estrategias
Terapéuticas Emergentes 23
14. Conclusiones y Direcciones Futuras 25
Capitulo 4: Metodologias y desafios en la validacion de miRNAs como
biomarcadores clinicos 27
15. Técnicas para la Investigacion y Validacién de miRNAs como Biomarcadores _ 27
16. Desafios en la Reproducibilidad y Estandarizacién de los Estudios de miRNAs en
Endometriosis 28
17. Implicaciones y Direcciones Futuras para la Implementacion Clinica 30
Capitulo 5: Conclusiones e Implicaciones Clinicas de los miRNAs en la
Endometriosis 32
18. Discusién 32
19. Viabilidad diagnéstica de los miRNAs 33
20. Implicaciones terapéuticas y monitorizacion clinica 33
21. Desafios y limitaciones 34
22. Proyecciones clinicas y avances futuros 35

23. Reflexion final 35




Implicaciéon de MiRNAs en la endometriosis José Angel Corona Lang

Lista de abreviaturas

e COX-2: Ciclooxigenasa-2

e DNA: Acido desoxiribonucleico

e EMT: Endometriosis

e EPHect: Endometriosis Phenome and Biobanking Harmonisation
e IL-8: Interleucina 8

¢ IncRNAs: RNA largos no codificantes

¢ miRNA: MicroRNA

¢ ncRNAs: RNA no codificantes

e qPCR: PCR en tiempo real

e rASRM: American Society of Reproductive Medicine
e RNA: Acido ribonucleico

e sncRNA: RNA cortos no codificantes

e TEM: Transicién epitelial-mesenquimal

e TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta

e VEGFA: Factor de crecimiento endotelial vascular

¢ WERF: World Endometriosis Research Foundation
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Resumen

En nuestro estudio se pretende analizar a profundidad el papel de los microRNAs
(miRNAs) como biomarcadores en la endometriosis (EMT), una enfermedad
ginecologica cronica que afecta a millones de mujeres en edad reproductiva y
cuyo diagnostico suele retrasarse varios afios debido a la falta de métodos no
invasivos eficaces. Dado que los miRNAs desempefian un papel crucial en la
regulacion de la expresion génica y estan involucrados en procesos clave como
la inflamacion, la proliferacion celular y la resistencia hormonal, su estudio podria
ofrecer nuevas oportunidades para el diagnostico temprano y el tratamiento
personalizado de la enfermedad.

Para ello, hemos realizado una revision sistematica de la literatura cientifica mas
relevante, recopilando informacidn sobre los perfiles de expresion de miRNAs en
pacientes con EMT, su potencial como biomarcadores en fluidos biol6gicos como
la sangre y el liquido peritoneal, asi como su posible uso como dianas
terapéuticas. A través de este analisis, buscamos contribuir a una mejor
comprension de los mecanismos moleculares subyacentes a la EMT y evaluar el

impacto clinico de los miRNAs en el manejo de esta patologia.

En el capitulo inicial, se introduce la EMT como una enfermedad ginecologica
cronica que afecta a millones de mujeres en el mundo. Se abordan sus
principales sintomas, impacto en la calidad de vida y las dificultades en su
diagnostico. Se explica por qué los métodos actuales, como la laparoscopia, son
invasivos y limitados, lo que hace imprescindible la busqueda de biomarcadores
no invasivos. Ademas, se menciona el papel del microambiente inflamatorio y la

regulacion hormonal en la progresion de la enfermedad.

En el segundo capitulo se definiran los RNAs no codificantes y uno de sus tipos,
los miRNAs. Se explican los mecanismos mediante los cuales los miRNAs
influyen en la proliferacion celular, la angiogénesis, la inflamacion y la resistencia

hormonal en la EMT.
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En el tercer capitulo se examinan los miRNAs especificos que han sido
propuestos como biomarcadores en la EMT. Se analizan estudios que han
evaluado su presencia en sangre, liquido peritoneal y tejido endometrial. Se
discute su sensibilidad y especificidad como herramientas diagnosticas no
invasivas y su posible uso en la monitorizacidn de la progresion de la
enfermedad. Asimismo, se revisan estrategias terapéuticas emergentes que

buscan modular la expresion de miRNAs para tratar la EMT.

El cuarto capitulo aborda las técnicas utilizadas en la investigacion y validacion
de miRNAs como biomarcadores. Se describen métodos como la PCR en tiempo
real (QPCR), la secuenciacion de RNA vy los arrays de expresiéon de miRNAs.
También se analizan los desafios en la reproducibilidad de estos estudios, la
estandarizacion de los protocolos y la necesidad de ensayos clinicos para su

implementacion en la practica meédica.

Finalmente, a modo de conclusion, se presentan de manera integrada los
hallazgos mas relevantes de la revision bibliografica. Se reflexiona sobre la
viabilidad de los miRNAs como herramientas diagnésticas y terapéuticas en la
EMT, resaltando las areas que requieren mas investigacion. Se discuten las
implicaciones clinicas y los posibles avances futuros que podrian mejorar la

deteccidon temprana y el tratamiento personalizado de la enfermedad.
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Objetivos e hipotesis

El objetivo general de este trabajo es analizar el papel de los miRNAs como
biomarcadores no invasivos en la endometriosis, evaluando su implicacion en
procesos clave como la inflamacion, la proliferacion celular, la angiogénesis y la
resistencia hormonal, asi como su potencial utilidad diagnostica y terapéutica.
De manera especifica, se busca identificar los miRNAs mas estudiados en
sangre, liquido peritoneal y tejido endometrial, revisar las metodologias
empleadas para su validacidn y explorar su viabilidad como dianas terapéuticas
emergentes. La hipotesis de este trabajo plantea que ciertos perfiles
diferenciales de miRNAs podrian constituir biomarcadores fiables y no invasivos
que, combinados en paneles diagnosticos, mejorarian la deteccion precoz de la
endometriosis y, ademas, que la modulacidon terapéutica de estos miRNAs
podria abrir nuevas estrategias de tratamiento personalizado orientadas a
mejorar el prondstico reproductivo y la calidad de vida de las pacientes

endometridsicas.
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Introduccion y metodologia

La EMT representa un desafio significativo en el campo de la ginecologia y la
medicina reproductiva, debido a su naturaleza crénica, sintomatologia
inespecifica y frecuente asociacion con infertilidad. En esta investigacion,
abordamos los complejos procesos moleculares y las alteraciones epigenéticas
que subyacen al desarrollo y progresidon de esta patologia. En particular,
exploramos el papel fundamental de los RNAs no codificantes, especialmente
los miRNAs, en la fisiopatologia de la EMT y su impacto en la funcién
reproductiva femenina. Este enfoque nos permite valorar el potencial de los
mMiRNAs circulantes como biomarcadores no invasivos, con aplicaciones tanto
diagndsticas como prondsticas, y su posible implicacion en nuevas estrategias
terapéuticas orientadas a modular los mecanismos de inflamacion, angiogénesis

y disfuncion endometrial caracteristicos de esta enfermedad.

Para la busqueda y seleccion de informacién relevante se utiliz6 como fuente
principal la base de datos cientifica PubMed, complementada por otras fuentes
académicas especializadas en medicina reproductiva. Asimismo, conté con el
valioso apoyo de profesionales expertos en el area, entre ellos el Dr. Juan A.
Garcia-Velasco, el Dr. José Tadeo Corona y mi tutora de Trabajo Fin de Master
Maria Cruz Palomino, quienes facilitaron el acceso a bibliografia actualizada y
de alto impacto relacionada con la EMT vy las posibles aplicaciones terapéuticas
de los microRNAs. De igual manera, quiero dejar constancia de la participacion
de mi cotutora por parte de la Universidad Europea, Emma Mufioz Saez, cuya
labor responde a los requisitos académicos establecidos por la UEM y la ANECA
para garantizar la vinculacion de profesorado de la institucion en el seguimiento
y desarrollo de los Trabajos Fin de Master. Gracias a la orientacion recibida y a
la revisidn exhaustiva de los estudios relevantes, fue posible desarrollar una
trabajo fundamentado en la evidencia cientifica mas reciente y pertinente para el

abordaje de esta patologia.
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Capitulo 1: Introduccion a la endometriosis y biomarcadores no invasivos

1. Definicién y Prevalencia

La EMT es una enfermedad ginecoldgica cronica y multifactorial que afecta entre
el 10% y el 15% de las mujeres en edad reproductiva y aproximadamente al 70%
de aquellas que presentan dolor pélvico crénico (Chauhan et al., 2022). Se
caracteriza por el crecimiento de tejido similar al endometrio fuera de la cavidad
uterina, con localizaciones frecuentes en los ovarios, el peritoneo y las trompas
de Falopio (Figura 1). También puede presentarse en sitios mas inusuales como
el intestino, vejiga o incluso la pared abdominal, lo que contribuye a la

complejidad de su diagndstico y manejo clinico.

Endometriosis
Fallopian tube

Uterus

Figura 1. Crecimientos de tejido endometrial situado en distintas localizaciones (ovario,
peritoneo, trompas de Falopio e intestinos) (Endometriosis Con Cirugia Robotica, n.d.).

2. Sintomas Principales y Calidad de Vida

Los sintomas clinicos mas comunes de la EMT incluyen dismenorrea (dolor
menstrual intenso), dispareunia (dolor durante las relaciones sexuales), dolor
pélvico crénico e infertilidad. La dismenorrea en casos severos puede

prolongarse mas alla del periodo menstrual, y la dispareunia suele estar
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asociada con lesiones profundas en el tabique rectovaginal y fondo de saco
posterior (Chauhan et al., 2022).

Las mujeres con EMT experimentan una reduccion significativa en su calidad de
vida debido a los sintomas comentados. Particularmente la dismenorrea y la
infertilidad, tienen un profundo impacto negativo en la calidad de vida, las
interacciones sociales y el bienestar sexual de las pacientes. Se estima que
afecta aproximadamente al 2-10% de la poblacién general, a casi el 40% de las
mujeres infértiles y a mas del 60% de aquellas con dolor pélvico crénico (Sardo
et al., 2025).

3. Diagnéstico de la Endometriosis

El diagndstico de la EMT sigue siendo un gran desafio debido a la inespecificidad
de los sintomas y la falta de marcadores diagnésticos no invasivos. Actualmente,
el diagndstico definitivo se realiza mediante laparoscopia (Figura 2), que permite
la visualizacién directa y la confirmacion histolégica de las lesiones
endometriales ectopicas. Sin embargo, se trata de una técnica invasiva que no
resulta adecuada como método de deteccion rutinaria (Chauhan et al., 2022).
Ademas, muchas pacientes experimentan un retraso diagnostico de entre 7 y 10
afnos, debido en parte a la normalizaciéon del dolor menstrual y la escasa

formacion médica especifica.

Figura 2. Vista laparoscopica de lesiones de endometriosis. Se muestran tanto lesiones
superficiales, de color blanquecino o rojizo, como lesiones mas profundas, junto con
adherencias peritoneales (Endometriosis Images and Severity - Gynsurgery.Org, n.d.)
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4. Limitaciones de los Métodos Diagndsticos Actuales

Aunque la laparoscopia es considerada el estandar de oro para el diagnostico de
EMT, sus caracteristicas invasivas y sus costes asociados limitan su uso. En
muchos casos, las mujeres optan por terapias paliativas en lugar de someterse
a cirugia. Adicionalmente, no todos los implantes endometridsicos son visibles o
accesibles quirdrgicamente, lo cual puede conducir a falsos negativos. Por ello,
La naturaleza invasiva de la laparoscopia y el retraso en el diagnostico subrayan
la necesidad imperativa del desarrollo de biomarcadores de diagnostico no

invasivos (Chauhan et al., 2022).
5. Necesidad de Biomarcadores no Invasivos

La busqueda de un biomarcador no invasivo para la EMT ha sido un problema
constante y desafiante. Existe una necesidad reconocida de un biomarcador de
diagnostico para la EMT, y es mas probable que sea en realidad un grupo de
biomarcadores, en lugar de uno solo, y asi ofrezca un mejor rendimiento

diagnostico y minimice los falsos positivos y negativos (Sardo et al., 2025).

Dado el retraso diagndstico y la naturaleza invasiva de la laparoscopia, se
plantea como urgente la identificacion de biomarcadores no invasivos que
permitan una deteccion precoz y fiable. Estos marcadores podrian derivarse de
sangre, liquido peritoneal, orina u otros fluidos bioldgicos. Sin embargo, su
desarrollo se enfrenta a importantes desafios técnicos y clinicos, principalmente
por la heterogeneidad de la enfermedad y las posibles interferencias debidas a
comorbilidades inmunoldgicas e inflamatorias que presentan muchas pacientes
(Chauhan et al., 2022).

6. Papel del Microambiente Inflamatorio e Influencia Hormonal

La fisiopatologia de la EMT implica una compleja interaccién entre factores
hormonales, inmunolégicos y genéticos. La enfermedad es altamente
dependiente del estrogeno, que promueve el crecimiento y mantenimiento del
tejido ectépico (Chauhan et al., 2022). Al mismo tiempo, se sabe que la
disfuncion inmune y la inflamacion desempefian un papel en su patobiologia. Se

ha documentado el aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias en el
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liquido peritoneal, el endometrio eutdpico y las muestras de lesiones ectopicas,
asi como en la sangre de mujeres con EMT. Sin embargo, no esta del todo claro
si la inflamacién contribuye a la patogénesis del establecimiento de las lesiones
endometridticas o es un subproducto del proceso. Esta respuesta inmunitaria
alterada se ha observado que no solo favorece la supervivencia de las células
endometriales ectopicas, sino que también esta relacionada con el dolor crénico
y la infertilidad (Ahn et al., 2017).

La dependencia de la EMT del estrogeno para el crecimiento es quizas el unico
aspecto de su patogénesis que se aborda terapéuticamente de manera
cientificamente y clinicamente probada, cuya supresion ha tenido cierto éxito. En
este contexto inflamatorio, los biomarcadores no invasivos con alta especificidad
y sensibilidad presentan un desafio, ya que las comorbilidades que sufren las
pacientes con EMT también pueden tener mecanismos patologicos

inmunolodgicos e inflamatorios subyacentes (Ahn et al., 2017).

La busqueda de un biomarcador no invasivo para la EMT ha sido un problema
constante y desafiante. Existe una necesidad reconocida de un biomarcador de
diagnostico para la EMT, y es mas probable que un grupo de biomarcadores, en
lugar de uno solo, ofrezca un mejor rendimiento diagnostico y minimice los falsos

positivos y negativos (Ahn et al., 2017).
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Capitulo 2: RNAs no codificantes

Es muy importante hablar acerca del papel de los RNA no codificantes (ncRNAs)
ya que se ha observado que la mayor parte del DNA humano que se transcribe
en RNA, no codifica proteinas y durante mucho tiempo se pensé que era
informacion genética basura, pero estudios recientes han demostrado que no es

asi.

Los RNA no codificantes desempefan un papel crucial en lo que se refiere a la
regulacion del ciclo celular. Ademas, los miRNAs son capaces de regular las
redes moleculares que contribuyen a las vias clave propuestas en la
fisiopatologia de la EMT, como la inflamacidn, la angiogénesis, la reparacion
tisular y la matriz extracelular de las que hablaremos mas adelante (Agrawal et
al., 2018). Dada la importancia de los ncRNA sera un tema muy interesante que
tratar en nuestra investigacion y definiremos su funcion, mecanismo regulador e

incluso el potencial terapéutico en la EMT.

7. RNAs no codificantes (ncRNAs)

Las moléculas de RNA tradicionalmente se han entendido principalmente como
intermediarios en la traduccion de la informacion genética del DNA a proteinas.
Sin embargo, una proporcion significativa del genoma se transcribe en moléculas
de RNA que no codifican proteinas funcionales. Estas son las conocidas como
RNAs no codificantes (hcRNAs).

Los ncRNAs desempeinan una amplia gama de roles biolégicos y se clasifican
generalmente segun su tamafo. Los RNAs largos no codificantes (INcCRNAs)
tienen mas de 200 nucledtidos de longitud, mientras que los RNAs cortos no
codificantes (sncRNAs) son mas pequefios. Los microRNAs (miRNAs) son un
tipo prominente de sncRNAs y en este caso son los protagonistas de nuestra

investigacion (Chico-Sordo & Garcia-Velasco, 2024).
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7.1.  Micro RNA (miRNAs)

Son un tipo de RNA no codificante enddégenos y pequeios de aproximadamente
19-24 nt de longitud. Los miRNA se une a una secuencia complementaria de
RNAm diana en su region 3’'UTR y posteriormente regulan la actividad del RNA
(Yan & Bu, 2021).

Los miRNA pueden regular multiples RNAm diana que estan implicados en el
control de muchos procesos biolégicos como lo son la apoptosis, la reparacion
de los danos del DNA, la proliferacion celular, el ciclo de la senescencia, la
invasividad y la angiogénesis. En general se ha visto que los miRNA actuan de
dos formas posibles: degradacion del RNAm (Figura 3) o por la inhibicion de la
traduccidn a través de las acciones del complejo de silenciamiento inducido por
RNA (RISC) (Yan & Bu, 2021).

El miARN se une, Citoplasma
al ARNm

Nucleo T
i}radaolon \

del ARNm

miARN

Regulacién

\;\ ks:1miARN M H;;”m:dmal
I

Proteina

Figura 3. Representacion gréfica del modo de accion del miRNA. Se observa como ante la
presencia de un miRNA se une al RNAm y produce la degradacion. Sin embargo, en ausencia
del miRNA el RNAm se traduce a una proteina funcional (Micro-ARN - Labster, n.d.).

Una caracteristica notable de los miRNAs es su presencia y estabilidad en una
variedad de fluidos corporales, como sangre (suero y plasma), orina, saliva,
liquido folicular, liquido seminal y leche materna (Agrawal et al., 2018). Su
estabilidad se debe a que son liberados empaquetados en vesiculas
extracelulares (exosomas) o unidos a complejos de ribonucleoproteinas con
proteinas como Argonaute, o que los protege de la degradacion por RNAsas
presentes en estos fluidos. Esta caracteristica los convierte en candidatos
atractivos para biomarcadores no invasivos (Agrawal et al., 2018).
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8. Mecanismos de Influencia de los miRNAs en la Patogénesis de la
Endometriosis

La EMT es una enfermedad compleja con una presentacion fenotipica y
sintomatica variable en las mujeres (Ahn et al., 2017a). Se ha documentado que
el endometrio de mujeres con EMT responde de manera diferente a las
hormonas ovaricas, por ello, se esta empezando a dilucidar los mecanismos
geneéticos y epigenéticos que contribuyen a la patogénesis de la EMT (Ahn et al.,
2017). Al ser los miRNAs los reguladores maestros de diversos procesos
celulares estudiaremos por apartados las funciones que estos cumplen de cara
ala EMT.

8.1. Proliferacion Celular

Las células endometriales ectdpicas exhiben caracteristicas de células malignas,
como la invasividad, una alta tasa de proliferacion y la capacidad de metastasis.
Los miRNAs desempefian un papel crucial en la regulacion de la proliferacion

celular:

e miR-20a: El miR-20a, regulado a la baja en la endometriosis (Tabla 1),
participa en la patogénesis de la enfermedad al modular genes clave
relacionados con la apoptosis y la proliferacién celular, como BCL2,
CDKN1A/p21, CCND1 y E2F3, favoreciendo el crecimiento de las lesiones
endometridsicas (Figura 4) (Agrawal et al., 2018).

¢ miR-199a: La disminucién de la expresiéon de miR-199a también promueve
la produccion de COX-2 y la proliferacion celular (Tabla 1) (Figura 4)
(Agrawal et al., 2018).
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Figura 4. La disminucion de miR-20a y miR-199a en endometriosis favorece la proliferacion
celular y la supervivencia de las lesiones, al regular genes asociados con la apoptosis (BCL2,
CDKN1A, CCND1, E2F3) y aumentar la expresion de COX-2, con la consecuente produccion

de prostaglandinas y estradiol (Imagen propia).

8.2. Angiogénesis

La angiogénesis, o formacion de nuevos vasos sanguineos, es un proceso
fundamental para el establecimiento y crecimiento de las lesiones de EMT, que

requieren un suministro sanguineo para sobrevivir y proliferar.

e miR-20a: La regulacion a la baja de miR-20a esta asociada con la
angiogénesis (Tabla 1). Este miRNA apunta a un aumento de VEGFA
(factor de crecimiento endotelial vascular A), un elemento clave en la
promocién de la angiogénesis (Agrawal et al., 2018).

¢ miR-199a: Se ha demostrado que la regulacion a la baja de miR-199a
aumenta la traduccion de VEGF-A (Tabla 1), lo que lleva a su
sobreexpresion y a la mejora de la capacidad invasiva de las células
endometriales, facilitando asi la angiogénesis (Agrawal et al., 2018).
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Figura 5. Participacion de los miRNAs en la angiogénesis y proliferacion celular en
endometriosis. La regulacion a la baja de miR-20a y miR-199a conduce a un aumento de la
expresion de VEGFA, favoreciendo la angiogénesis que sostiene el crecimiento de las lesiones
endometriésicas (Agrawal et al., 2018).

8.3. Inflamacién

La EMT es una enfermedad inflamatoria cronica impulsada por estrégenos (Ahn
et al., 2017). Se ha documentado la presencia de niveles elevados de citocinas
proinflamatorias en el liquido peritoneal, el endometrio eutdpico (tejido normal
dentro del utero) y las muestras de lesiones ectdpicas, asi como en la sangre de
mujeres con EMT (Ahn et al., 2017).

e miR-20a: La regulacion a la baja de miR-20a conduce a un aumento de las
concentraciones de citocinas como TGF-B (Tabla 1) (factor de crecimiento
transformante beta). Estas citocinas, a su vez, promueven un ambiente
inflamatorio y la reparacion tisular, contribuyendo al crecimiento de las

lesiones endometriosicas (Agrawal et al., 2018).

e miR-199a: La regulacion a la baja de miR-199a se asocia con un aumento
en la expresion de NF-kB (factor nuclear kappa B) y la produccion de
interleucina 8 (IL-8), lo que mejora la capacidad invasiva de las células
endometriales y contribuye a la inflamacién (Tabla 1) (Agrawal et al., 2018).
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Es importante sefalar que la inflamacion puede ser tanto una causa como una

consecuencia de la EMT, y muchos de los miRNAs desregulados en la EMT

también lo estan en otras enfermedades inflamatorias y autoinmunes, lo que

plantea desafios para su uso como biomarcadores especificos (Ahn et al., 2017).

Tabla 1. Se muestran los principales miRNAs alterados en pacientes con endometriosis,
indicando su expresion, tejidos de estudio y procesos fisiopatolégicos implicados (tabla propia).

Funcion en EMT

. Expresion| Tejido/fluido || Genes/Proteinas .
miRNA - . (proceso Referencias
en EMT estudiado diana alterado)
Plasma BCL2, T:rglli?)rsaiglon,
miR-20a suero , CDKN1A/p21, inﬂgmpacio'n, Agrawal 2018;
l ' |lCCND1, VEGFA, |""amacion, Jia 2013
endometrio TGF-B angiogénesis,
TEM
miR-17-5p | |Plasma, tejido [Claster mir-17-g2[Froliferaciony ;.. 5543
angiogénesis
miR-199a cetoooa 0 |coX-2, VEGFA, [FIEERn - lAnn 2017,
! PICO, " INF«B, IL-8 angiogent Agrawal 2018
endometrioma inflamacioén
Familia
miR-200 Plasma, ZEB1, ZEB2 Induce EMT,
(miR-200a, ! endometrio (represores de E- |migracion e Rekker 2015
miR-200b, ectdpico cadherina) invasion celular
miR-141)
Genes en Dolor crénico,
miR-30c- Suero NEUroaENesis proliferacion, Chico-Sordo
5p 1 °urog ’ biomarcador 2024
cancer : e
diagnostico
. , - Invasion y :
miR-145 1 (variable)|Plasma, tejido |[FNDC3B motilidad celular Bashti 2018
miR-29¢ 1 End’or.netrlo EKBP4 Resistencia a la Ahn 2017
eutopico progesterona
Implantacion
miR-135a Regula [|[Endometrio HOXA10 embrionaria, Ahn 2017
IHOXA10 |eutdpico regulacion
hormonal

9. Resistencia Hormonal (Resistencia a la Progesterona y Dependencia
de Estrogenos)

La EMT es una enfermedad dependiente de estrogenos. El endometrio eutopico

de las mujeres con EMT ha mostrado una respuesta aberrante a las hormonas
ovaricas (Ahn et al., 2017).

15 de 35




Implicaciéon de MiRNAs en la endometriosis José Angel Corona Lang

Endometrio Eutépico y Cambios Epigenéticos: El endometrio eutdpico de

pacientes con EMT muestra patrones de expresién molecular aberrantes
debido a cambios epigenéticos en genes sensibles a las hormonas
esteroideas. Por ejemplo, se ha observado una hipometilacién en genes
como TNFRSF1B, IGSF21 y TP73 (Ahn et al., 2017).

HOXA10: Este gen esta implicado en el proceso de implantacién embrionaria
y se ha demostrado que su expresion disminuye en el endometrio eutdpico
de babuinos con EMT debido a la hipermetilacién de su region promotora. El
miR-135a se ha identificado como regulador de la expresion de HOXA10 (Ahn
et al., 2017).

Resistencia a la Progesterona: Una caracteristica clave del endometrio

eutopico en la EMT, especialmente en etapas moderadas a graves, es la
resistencia a la progesterona. Esta falta de respuesta a la progesterona
resulta en una transicion incompleta de la fase proliferativa a la fase secretora
del ciclo uterino. Esta caracteristica también se comparte con la adenomiosis,
otra afeccion uterina (Ahn et al., 2017).

miR-29c y FKBP4: Se ha demostrado que el aumento de la expresion de

miR-29¢ modula la resistencia a la progesterona endometrial. La interaccion
entre miR-29c y FKBP4 (una proteina de union a FK506) es un ejemplo de
como los miRNAs pueden influir en la respuesta hormonal, ya que el FKBP4
es regulado por HOXA10 durante la decidualizacion en la EMT (Ahn et al.,
2017).

La presencia de focos endometridsicos ectdpicos puede influir directamente en

el patron de expresion génica del endometrio eutdpico. Se propone que esta

"intercomunicacion” programa una mayor respuesta a los estrogenos vy

resistencia a la progesterona en el endometrio eutopico a medida que la

enfermedad progresa (Ahn et al., 2017).
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Capitulo 3: MicroRNAs como Biomarcadores y Dianas Terapéuticas

Numerosos estudios han investigado la desregulacion de miRNAs en la
circulacién y en tejidos de mujeres con endometriosis, buscando identificar
biomarcadores no invasivos o0 minimamente invasivos para facilitar el
diagnostico de la EMT. Sin embargo, los resultados han sido a menudo
inconsistentes, lo que subraya la necesidad de una mayor estandarizacion y
validacion (Agrawal et al., 2018).

10. Evaluacién Sistematica de miRNAs Circulantes como Biomarcadores
de Endometriosis

Una revision sistematica reciente estudio el papel de los miRNAs circulantes en
la endometriosis y determind si podrian ser biomarcadores no invasivos para
diagnosticar la enfermedad. La busqueda abarcé tres bases de datos (PubMed,
EMBASE y BIOSIS) para identificar literatura relevante publicada entre 1996 y
2017. Se incluyeron solo articulos de investigacion originales en inglés, con un

tamano de muestra superior a 20 individuos por grupo (Agrawal et al., 2018).

La revision analizé criticamente nueve estudios, que en total incluyeron a 357
pacientes con endometriosis y 255 mujeres sin la enfermedad. Los controles
fueron mujeres que se sometieron a laparoscopia por diversas indicaciones
ginecologicas y no se encontré que tuvieran endometriosis (Agrawal et al., 2018).
La calidad de los estudios se evalud utilizando la herramienta QUADAS-2
(Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies), y las puntuaciones
oscilaron de moderadas a altas para todos los estudios incluidos. Los tipos de
muestras analizadas fueron suero en cinco estudios y plasma en los cuatro
restantes. En cuanto a la etapa de la enfermedad, tres articulos incluyeron
pacientes con endometriosis en estadio Ill-IV, uno consideré estadios leves a
moderados (I-11), mientras que el resto incluyd pacientes de todas las etapas
(Agrawal et al., 2018).

A pesar de los numerosos estudios, la revision reveld que 42 miRNAs diferentes
estaban desregulados, pero solo un miRNA comun, miR-20a, se expreso

diferencialmente en mas de un estudio en la misma direccidén. Se encontraron 21
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mMiRNAs sobreexpresados y 21 subexpresados en mujeres con endometriosis en
comparacion con los controles (Agrawal et al., 2018). La falta de un consenso
estadistico y la inconsistencia entre los estudios sobre los miRNAs desregulados
impidieron una evaluacion estadistica completa. Esta inconsistencia destaca la
necesidad de estudios de validacion sistematicos mas grandes y bien
controlados, con uniformidad en los enfoques de investigacion y que involucren
a diversas poblaciones. La disparidad en los resultados de los biomarcadores de
mMiRNA circulantes puede deberse a la falta de estandarizacion en los protocolos
de estudio, como la recoleccion de muestras, el procesamiento, las técnicas

utilizadas y los controles de normalizacion.

11. MiRNAs Especificos Propuestos como Biomarcadores en
Endometriosis: Analisis en Sangre y Liquido Peritoneal

La identificacion de miRNAs circulantes en sangre (plasma y suero) ha sido un
area de investigacion activa debido a la naturaleza no invasiva de la obtencién

de muestras.

11.1. miRNAs en plasma

* miR-20a y miR-17-5p: miR-20a fue el unico miRNA circulante que mostrd una

subregulacion concordante en mas de un estudio (Jia et al., 2013)informaron una
disminucién de 4.53 veces en los niveles de miR-20a en plasma de pacientes
con endometriosis y también se encontr6 subregulado en el tejido
endometriésico y el plasma de mujeres con EMT (Agrawal et al., 2018) (Tabla
2). Ambos miRNAs, miR-20a y miR-17-5p, forman parte del cluster miR-17-92 y
desempefian un papel importante en la etiopatogénesis de la endometriosis,
influyendo en la angiogénesis, la proliferacion celular y la transicion epitelial-
mesenquimal (TEM).

Una baja expresion de miR-20a puede conducir a un aumento de la inflamacion

y la angiogénesis al potenciar la expresion de HIF1A (factor inducible por hipoxia
1 alfa), COX-2 (ciclooxigenasa-2) y VEGFA (factor de crecimiento endotelial
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vascular), asi como promover la TEM al aumentar TGF-B (factor de crecimiento
transformante beta) (Agrawal et al., 2018).

e Familia miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-141): Estos miRNAs se han

encontrado desregulados en multiples estudios, tanto en tejido como en sangre

de pacientes con endometriosis(Agrawal et al., 2018), en donde informaron
niveles significativamente mas bajos de los tres miRNAs en el plasma de
pacientes con endometriosis (Rekker et al., 2015). La familia miR-200 juega un
papel crucial en la EMT, un proceso fundamental en la patogénesis de la
endometriosis, al regular reciprocamente a los represores transcripcionales
ZEB1y ZEB2, que a su vez inhiben la expresion de E-cadherina, una proteina
clave en la adhesion celular. La subregulacién de miR-200b induce la EMT,
promoviendo la capacidad de las células endometriales de invadir y migrar
(Tabla 2).

* miR-31 y miR-145: Investigadores involucrados en el estudio (Bashti et al.,

2018)encontraron una menor expresion de miR-31 y una mayor expresion de
miR-145 en plasma de mujeres con endometriosis, aunque la expresién de miR-
145 vari6 con la etapa de la enfermedad. La deteccion de estos miRNAs podria
servir como biomarcadores reguladores no invasivos (Tabla 2) (Agrawal et al.,
2018).

11.1. miRNAs en Suero

* miR-30¢c-5p: Un estudio reciente identificé que los niveles circulantes de miR-
30c-5p eran significativamente mas altos en el suero de mujeres diagnosticadas
con endometriosis por laparoscopia en comparacion con mujeres sanas. Este
miRNA demostrd un potencial diagnodstico notable. Ademas, la expresion de
miR-30c-5p se mantuvo estable y no se vio afectada por la fase del ciclo
menstrual, lo cual es una ventaja importante para un biomarcador. La
desregulacion de miR-30c-5p se ha asociado con vias moleculares relacionadas
con el cancer y procesos neuronales, incluyendo la neurogénesis, diferenciacion

neuronal y la guia axonal (Tabla 2) (Chico-Sordo & Garcia-Velasco, 2024).
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e miR-125b-5p, MiR-150-5p, MiR-342-3p, vy miR-451a: Estos miRNAs

mostraron niveles significativamente aumentados en el suero de pacientes con

endometriosis en comparacion con los controles. En la investigacion

identificaron estos miRNAs como posibles biomarcadores (Cosar et al., 2016).

* miR-3613-5p y let-7b: En contraste, estos dos miRNAs presentaron niveles

significativamente mas bajos en el grupo de endometriosis en suero (Moustafa
et al., 2020).

» Desafios en la_estandarizacion de estudios con suero: A pesar de la

prometedora investigacion, existe una gran variabilidad en los mMiRNAs
reportados como candidatos a biomarcadores de endometriosis en suero,
incluso cuando se utilizan técnicas similares (Chico-Sordo et al., 2024). Esto se
debe principalmente a las diferencias en los controles endogenos utilizados para
la normalizacion de datos (siendo U6snRNA un control comun pero no
recomendado para miRNAs circulantes debido a su variabilidad), y en la forma
de abordar la hemdlisis de la muestra. MiR-451a, por ejemplo, esta altamente
expresado en eritrocitos y se utiliza para detectar la hemdlisis, lo que podria
confundir su papel como biomarcador directo de endometriosis. Controlar la
hemolisis es crucial para garantizar la fiabilidad del biomarcador (Chico-Sordo et
al., 2024).

11.2 miRNAs en Tejido Endometrial y Liquido Peritoneal

El endometrio es un o6rgano fundamental para la fertilidad en el sistema
reproductivo femenino, y su perfil de miRNA puede variar dependiendo de la fase
del ciclo menstrual, la receptividad endometrial o en situaciones de fallo de
implantacion (Chico-Sordo & Garcia-Velasco, 2024). La biopsia endometrial es

una herramienta minimamente invasiva para obtener muestras de tejido.

* miR-199a: Se encontrd significativamente subregulado en el endometrio
ectdpico y los endometriomas ovaricos en comparacion con el endometrio
eutopico y los controles (Agrawal et al., 2018). Este miRNA regula negativamente
la expresion de VEGF-A, por lo que su subregulacion aumentaria la traduccién

20 de 35



Implicaciéon de MiRNAs en la endometriosis José Angel Corona Lang

de VEGF-A, promoviendo la angiogénesis. También influye en la via IkB kinase-
B (IKBKB)/NF-kB, aumentando la produccion de IL-8, lo que podria mejorar la

capacidad invasiva de las células endometriales (Tabla 2) (Ahn et al., 2017).

* miR-143-3p y miR-145-5p: Estos forman un cluster y se encuentran

sobreexpresados en suero y tejido en varios estudios. miR-143 se dirige a
FNDC3B (Tabla 2) (fibronectina tipo Ill que contiene 3B), que regula la motilidad
celular. Un aumento en la expresion de miR-143 reprime la transcripcion de
FNDC3B, lo que promoveria la invasion y migracion celular en la endometriosis
(Agrawal et al., 2018).

* miR-200 familia: Al igual que en plasma, se ha encontrado que esta familia de
miRNAs (miR-200a, miR-200b, miR-141) esta subregulada en el endometrio
ectdpico, lo que respalda su papel en la EMT vy la invasividad de las células

endometriales (Tabla 2) (Agrawal et al., 2018).

* miR-30a y miR-93: Se han detectado con una mayor expresion en el tejido

endometrial de mujeres con endometriosis (Chico-Sordo & Garcia-Velasco,
2024).

* miR-143 y miR-203a-3p, miR-126-5p, miR-202-3p, miR-424-5p, miR-449b-
3p. Y miR-556-3p: Estos miRNAs han mostrado niveles mas bajos en el tejido

endometrial de pacientes con endometriosis (Chico-Sordo & Garcia-Velasco,
2024).

En cuanto al liquido peritoneal, también es una muestra de interés para el estudio
de miRNAs en endometriosis (Ahn et al., 2017). Los miRNAs circulantes pueden
ser liberados por células dafiadas tras su muerte o la interrupcién de la integridad
celular, o pueden ser secretados activamente para la comunicacién intercelular
(Agrawal et al., 2018).
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Tabla 2. Principales miRNAs desregulados en endometriosis segun diferentes tipos de muestra
(plasma, suero y tejido). La tabla resume sus alteraciones de expresion y funciones asociadas,
destacando su potencial como biomarcadores diagnésticos y terapéuticos (tabla propia).

\ Muestra H miRNAs principales HAIteraci()nH Funcién / Relevancia \
: . Inflamacion, angiogénesis,
Plasma | miR-20a, miR-17-5p ! EMT (HIF1A, VEGFA, TGF-B).
Familia miR-200 l Regulan ZEB1/ZEB2 y E-
(200a, 200b, 141) cadherina; invasion celular.
MiR-31 l P03|b_le blgmgrcador
diagnastico.
. Asociado a progresion de la
mMiR-145 1 enfermedad.
Biomarcador estable (AUC
Suero miR-30c-5p 1 0.84); vias oncologicas y
dolor.
miR-125b-5p, miR- | Panel diagndstico (AUC 0.94).
451a, miR-3613-5p Atencion a hemolisis.
let-7b, miR-3613-5p \ Potenqlales marcadores
diferenciales.
Tejido End . Regula VEGF-A, NF-kB/IL-8;
| LP miR-199a l angiogénesis.
. . Regulan motilidad celular
miR-143, miR-145 1 (FNDC3B).
miR-200 fam., miR- Favorecen EMT, adhesion e
203a, miR-126, otros ! invasion.

12. Sensibilidad y Especificidad como Herramientas Diagnodsticas y
Desafios

A pesar del progreso en la investigacion de miRNAs, ningun miRNA individual ni
ningun panel de ellos ha demostrado cumplir los criterios de un biomarcador
diagnodstico con suficiente sensibilidad y especificidad para su uso clinico
generalizado (Agrawal et al., 2018). La heterogeneidad en las caracteristicas de
la enfermedad y la presentacion variable de los sintomas, asi como la presencia
de comorbilidades, representan desafios significativos para la especificidad de

los biomarcadores (Ahn et al., 2017).

Las pacientes con endometriosis a menudo presentan una alta incidencia de
trastornos autoinmunes y endocrinos, fatiga cronica, alergias y problemas
gastrointestinales (Ahn et al., 2017). Estas condiciones pueden implicar
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mecanismos patoldgicos inmunolégicos e inflamatorios subyacentes con un
aumento periférico de citocinas, lo que podria introducir sesgos en los estudios
que utilizan citocinas periféricas como indicadores diagndsticos (Ahn et al.,
2017).

13.Uso en la Monitorizacion de la Progresion de la Enfermedad y
Estrategias Terapéuticas Emergentes

Mas alla del diagndstico, los miRNAs tienen el potencial de ser valiosos para
evaluar el prondstico y monitorear el tratamiento (Agrawal et al., 2018). Aunque
la mayoria de los estudios actuales se centran en el diagndstico, la capacidad de
diferenciar entre los estadios Ill y IV de la enfermedad de los grupos control,
como se observo con miR-30c¢-5p, sugiere un posible papel en la monitorizacién
de la gravedad (Chico-Sordo et al., 2024). Sin embargo, en estudios recientes,
las diferencias entre los estadios leves (l/l1l) y moderados/severos (lll/IV) de la
endometriosis no siempre fueron estadisticamente significativas para todos los
miRNAs evaluados, lo que podria reflejar las limitaciones del propio sistema de
clasificacion ASRM (American Society of Reproductive Medicine). Los niveles de
miRNAs en suero no se ven significativamente alterados por el uso de terapias
hormonales o la fase del ciclo menstrual, lo que los hace adecuados para el
monitoreo a largo plazo. Estudios futuros y longitudinales son necesarios para
determinar como estos biomarcadores cambian con el tiempo en respuesta a

tratamientos médicos o quirurgicos eficaces (Chico-Sordo et al., 2024).

Las caracteristicas de los miRNAs como reguladores maestros de la expresion
génica también los convierten en prometedoras dianas terapéuticas (Agrawal et
al., 2018). Al modular la expresion de miRNAs, ya sea mediante la introduccién
de mimicos para aumentar sus niveles o de inhibidores para reducirlos, se
pueden revertir los efectos patolégicos asociados a su desregulacion (Agrawal
et al., 2018). Las estrategias terapéuticas emergentes que buscan modular la
expresion de miRNAs para tratar la EMT incluyen:

* Modulaciéon de miR-20a y miR-17-5p: Dado su papel en la promocién de la

inflamacion, angiogénesis y proliferacion celular en la endometriosis, aumentar
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sus niveles (si estan subregulados) o inhibir sus vias de sefalizacion podria

mitigar estos procesos (Tabla 3) (Agrawal et al., 2018).

* Modulaciéon de la familia miR-200: Al ser crucial para la EMT, que es un

proceso clave en la invasividad y metastasis de las células endometriales,
restaurar sus niveles o regular su expresion podria inhibir la progresion de la
enfermedad (Tabla 3) (Agrawal et al., 2018).

* Modulacién de miR-199a: Su subregulacion contribuye a la sobreexpresion

de VEGF-A y la activacion de vias proinflamatorias (NF-kB/IL-8) que aumentan
la capacidad invasiva de las células endometriales. Aumentar los niveles de miR-

199a podria contrarrestar estos efectos (Tabla 3) (Agrawal et al., 2018).

* Modulacion de miR-30c-5p: Dado su papel en vias relacionadas con el cancer

(como la evasidon de la apoptosis y la proliferacion) y procesos neuronales
(relacionados con el dolor cronico), el estudio de su modulacién podria abrir vias
para tratamientos dirigidos tanto a la progresion de la enfermedad como al
manejo del dolor. Las diferencias en los niveles de miR-30c-5p entre la
endometriosis y el cancer podrian indicar un papel en la activacion o no del
proceso de malignizacién celular, lo que podria permitir su uso como herramienta
de diagndstico diferencial (Tabla 3) (Chico-Sordo et al., 2024). Ademas, su
implicacion en la nocicepcién y el dolor neuropatico sugiere que modular miR-
30c-5p podria ser una estrategia para aliviar el dolor asociado a la endometriosis
(Tabla 3) (Chico-Sordo et al., 2024).

Tabla 3. Estrategias de modulacion de miRNAs en endometriosis. Resume los
principales miRNAs alterados y las intervenciones propuestas para reqular su expresion
con fines terapéuticos (tabla propia).

Alteracion en | Estrategia de

miRNA EMT modulacién Efecto esperado
miR-20a, Aumentar niveles |[Reducir inflamacion,

. Subregulados C . N . .,
miR-17-5p o inhibir sus vias |jangiogénesis y proliferacion.
Familia miR- o . .

200 (200a, Subregulados Restau.r,ar Inhibir EMT e invasividad
expresion celular.

200b, 141)
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. Alteracion en | Estrategia de
miRNA EMT modulacién Efecto esperado
Disminuir VEGF-A, NF-xB/IL-8
. Incrementar .,
miR-199a Subregulado : — menor angiogénesis e
niveles . .,
inflamacion.
Control de proliferacion,
> A0 . apoptosis y dolor neuropatico;
miR-30c-5p |[Sobreexpresado ||[Regular niveles posible diagnéstico diferencial
con cancer.

Los desafios para la terapia con miRNAs incluyen la estabilidad de los miRNAs
in vivo, la entrega precisa al tejido u 6rgano diana (evitando efectos fuera de
objetivo y reacciones inmunes adversas), y la minimizacion de la degradacion en
el torrente sanguineo. El desarrollo de sistemas de administracién como vectores
virales o nanoparticulas es fundamental para asegurar que los miRNAs lleguen

al érgano deseado (Chico-Sordo & Garcia-Velasco, 2024).

14. Conclusiones y Direcciones Futuras

Los miRNAs han surgido como moléculas cruciales en la regulacion post-
transcripcional y representan candidatos prometedores para el desarrollo de
biomarcadores no invasivos y nuevas estrategias terapéuticas para la
endometriosis (Agrawal et al., 2018). La identificacion de perfiles de miRNAs
desregulados en fluidos circulantes como el suero y el plasma, asi como en el
tejido endometrial, ha profundizado nuestra comprensién de la patofisiologia de
la enfermedad. Sin embargo, a pesar de los avances significativos, la falta de
consenso Yy reproducibilidad entre los estudios actuales es un obstaculo
importante para la traslacion clinica. Esto resalta la necesidad imperiosa de
realizar estudios de validacion a gran escala y multicéntricos, con una
metodologia estandarizada en la recoleccion, procesamiento y analisis de las
muestras (incluyendo controles de calidad para la extraccion, retro-transcripcion
y hemdlisis). La implementacion de directrices como las del WERF (World
Endometriosis Research Foundation) y EPHect (Endometriosis Phenome and
Biobanking Harmonisation) es esencial para armonizar los protocolos de
investigacion (Agrawal et al., 2018).
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En lugar de un solo biomarcador, es mas probable que un panel de
biomarcadores ofrezca un rendimiento diagndstico mejorado y minimice los
falsos positivos y negativos en el diagnostico diferencial (Agrawal et al., 2018),
especialmente considerando la naturaleza heterogénea de la endometriosis y
sus comorbilidades (Ahn et al., 2017). Estudios futuros deberian centrarse en:

« El analisis detallado de la relacion entre los niveles de miRNAs en suero y las
diferentes etapas de la endometriosis, incluyendo los estadios tempranos (l y Il),
que a menudo son dificiles de diagnosticar (Ahn et al., 2017).

* La cuantificacion de la variable dolor en los estudios, ya que los miRNAs
también estan implicados en los procesos neuronales y el dolor asociado a la
endometriosis (Ahn et al., 2017).

* La investigacion de las vias moleculares especificas en las que intervienen los
miRNAs desregulados, lo que podria conducir a nuevas intervenciones
terapéuticas (Agrawal et al., 2018).

« Estudios comparativos con otras condiciones ginecoldgicas y cancerosas para
establecer la especificidad de los biomarcadores de miRNAs en la endometriosis
(Agrawal et al., 2018).

La capacidad de diagnosticar la endometriosis de forma no invasiva podria
acortar significativamente el retraso en el diagndstico, lo que aliviaria el
sufrimiento de las mujeres, reduciria la necesidad de cirugias invasivas,
disminuiria los riesgos quirurgicos y la carga para los sistemas de atencion de la
salud (Agrawal et al., 2018). La identificacion temprana también podria influir en
la toma de decisiones oportunas sobre problemas de fertilidad y permitir
estrategias de prevencidon secundaria. Los miRNAs, aunque complejos,
continian siendo una esperanza para el futuro de los biomarcadores
verdaderamente diagnosticos en la endometriosis, mas alla del "miraje" actual
(Agrawal et al., 2018).
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Capitulo 4: Metodologias y desafios en la validacion de miRNAs como
biomarcadores clinicos

El creciente interés en los miRNAs como posibles biomarcadores y dianas
terapéuticas en la endometriosis ha puesto de relieve la necesidad de validar
rigurosamente sus hallazgos antes de trasladarlos a la practica clinica. Aunque
numerosos estudios han descrito perfiles diferenciales de expresion y han
sefialado su utilidad potencial en diagnostico, monitorizacion y tratamiento, la
transicion desde el laboratorio hasta la aplicacion clinica requiere metodologias
estandarizadas y solidas que aseguren la reproducibilidad y la relevancia clinica
de los resultados.

15.Técnicas para la Investigacion y Validacion de miRNAs como
Biomarcadores

La identificacion y validacion de miRNAs como biomarcadores implica un
proceso estructurado, generalmente dividido en tres fases principales:

descubrimiento, validacion y analisis funcional.

1. Fase de Descubrimiento: En esta fase, se realiza un cribado de perfiles de

expresion de mMIRNAs para identificar los que estan diferencialmente
expresados entre los casos (pacientes) y los controles. Esto permite
identificar el maximo numero posible de miRNAs candidatos (Agrawal et al.,
2018).

2. Fase de Validacion: Los hallazgos de la fase de descubrimiento se

corroboran utilizando técnicas mas sensibles y especificas. Esta etapa es
crucial para confirmar la relevancia clinica de los miRNAs identificados
(Agrawal et al., 2018).

3. Analisis Funcional: Finalmente, se explora la relevancia funcional de los

miRNAs y las relaciones miRNA-mRNA, a menudo utilizando analisis in silico
(Agrawal et al., 2018).

27 de 35




Implicaciéon de MiRNAs en la endometriosis José Angel Corona Lang

Para llevar a cabo estas fases, se emplean diversas técnicas de perfilado de
miRNAs:

* Microarrays: Son métodos basados en hibridacion que se utilizan comunmente

como enfoque inicial para encontrar miRNAs candidatos potenciales en la fase
de descubrimiento (Agrawal et al., 2018). Permiten el cribado de un gran numero

de miRNAs simultaneamente (Chico-Sordo & Garcia-Velasco, 2024).

* PCR en tiempo real (QRT-PCR o RT-qPCR): Debido a su alta precision,
exactitud y amplio rango, la qRT-PCR sigue siendo el estandar de oro para la

cuantificacion de miRNAs. Es la técnica mas utilizada para validar los miRNAs
altamente desregulados identificados por microarrays u NGS. La mayoria de los
estudios analizados utilizan la qRT-PCR para la validacion de miRNAs (Agrawal
et al., 2018).

* Secuenciacidn de ultima generacién (NGS): Las plataformas NGS permiten

la secuenciacion paralela de millones de fragmentos de DNA después de la
transcripcion inversa. Ofrecen alta sensibilidad, resolucion y excelente
reproducibilidad (Agrawal et al., 2018). EI NGS es una alternativa para el analisis
preliminar de miRNAs, permitiendo un cribado global y eliminando la necesidad
de sondas de hibridacion especificas de secuencia. Sin embargo, requieren un
considerable soporte computacional y presentan variaciones significativas en el

rendimiento entre diferentes plataformas (Agrawal et al., 2018).

16. Desafios en la Reproducibilidad y Estandarizacion de los Estudios de
miRNAs en Endometriosis

A pesar de los hallazgos prometedores, existen desafios significativos que
impiden el desarrollo de un biomarcador de miRNA no invasivo definitivo para la
endometriosis (Agrawal et al., 2018). La falta de consistencia en los resultados
entre diferentes estudios ha sido un obstaculo importante para la traduccién de

los hallazgos a la practica clinica.
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1. Heterogeneidad de la enfermedad y los sintomas: La endometriosis es

una enfermedad compleja que se manifiesta en diversas ubicaciones y se
asocia con un amplio espectro de sintomas y fenotipos (dolor, infertilidad,
asintomatica) (Ahn et al., 2017). Esta heterogeneidad dificulta la identificacion
de un conjunto especifico de biomarcadores que puedan diferenciar con
precision los distintos tipos y grados de endometriosis (Chico-Sordo & Garcia-
Velasco, 2024;Ahn et al., 2017). Los estudios a menudo no logran estratificar
a los pacientes por subtipos de endometriosis 0 sintomas, lo que limita la
aplicabilidad de los resultados .

2. Inconsistencia _de los resultados: A pesar de numerosos estudios, no

existe un unico miRNA o un panel de miRNAs que cumpla con los criterios
de un biomarcador diagnostico (Agrawal et al., 2018). La falta de
concordancia entre los diferentes estudios es notable, incluso con miRNAs
que han sido ampliamente investigados:

+ miR-20a: fue el unico miRNA circulante que mostr6é una regulacion a la baja
consistente. Se observd su disminucion en plasma y suero de pacientes con

endometriosis (Agrawal et al., 2018).

* miR-15b-5p y miR-199a: presentan resultados contradictorios. El primero fue

reportado como regulado al alza en un estudio y a la baja en otro; algo similar
ocurre con miR-199a, cuya expresion en suero mostro direcciones opuestas
segun el estudio. Estas discrepancias reflejan la falta de reproducibilidad en la
investigacion (Agrawal et al., 2018).

* miR-143 y miR-145: también han sido explorados por su rol en la

etiopatogénesis. En varios estudios se encontraron regulados al alza en suero y
tejidos, aunque con resultados inconsistentes para miR-145, lo que limita su valor
como biomarcador (Agrawal et al., 2018).

* miR-30¢-5p: se ha destacado recientemente como un biomarcador prometedor

en suero, mostrando niveles significativamente mas altos en pacientes con

endometriosis. Ademas, se mantuvo estable independientemente de la fase del
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ciclo menstrual y permitié diferenciar estadios avanzados (lll y 1V) (Chico-Sordo
etal., 2024) .

3. Falta de estandarizacién en la metodologia: La disparidad en los

protocolos de estudio es una limitacién principal para la reproducibilidad
(Agrawal et al., 2018).

* Recoleccion y procesamiento de muestras: La eleccion de suero o plasma,

asi como el manejo y almacenamiento, afectan los perfiles de miRNAs. La
hemodlisis es una fuente importante de error, por lo que debe controlarse (Agrawal
et al., 2018).

+ Controles de normalizacién: No existe consenso en la gqRT-PCR. EI

U6snRNA, aunque usado, no es fiable en muestras circulantes. Se recomienda
emplear dos o mas miRNAs estables (ej. miR-30e-5p, miR-15b-5p) (Chico-Sordo
et al., 2024).

» Fase del ciclo menstrual: Algunos estudios no hallan variaciones, pero otros

si muestran cambios en perfiles endometriales y sanguineos segun la fase o

incluso la hora de la toma de muestra (Agrawal et al., 2018).

» Tamano de la muestra: Muchos estudios iniciales tienen tamanos de muestra

pequefios, lo que limita la generalizacion de los hallazgos y su reproducibilidad
(Ahn et al., 2017).

17.Implicaciones y Direcciones Futuras para la Implementacion Clinica

Para avanzar en este campo, es imperativo establecer procedimientos
operativos estandar (SOPs) para la recoleccion, el procesamiento y el
almacenamiento de muestras, asi como para las técnicas de perfilado de RNA
(Agrawal et al., 2018). Iniciativas como el EPHect buscan unificar la recoleccion
de muestras y el registro de datos para facilitar una investigacion global y
colaborativa (Agrawal et al., 2018).
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Solo con una mayor uniformidad en los enfoques de investigacion y la inclusion
de poblaciones diversas sera posible establecer un panel de miRNAs que pueda
diagnosticar la endometriosis de manera no invasiva con suficiente sensibilidad
y especificidad (Agrawal et al., 2018). Se necesitan estudios de validacion
sistematicos mas grandes y bien controlados para superar las discrepancias
actuales y sentar las bases para biomarcadores diagnosticos confiables vy

herramientas terapéuticas (Ahn et al., 2017).

Los miRNAs no solo prometen ser herramientas diagndsticas, sino que también
podrian ser valiosos para evaluar el pronodstico y monitorizar el tratamiento,
ademas de servir como importantes dianas terapéuticas en la endometriosis
(Agrawal et al., 2018). La capacidad de diagnosticar la endometriosis de forma
no invasiva podria acortar el tiempo hasta el diagnostico, reducir el riesgo
quirurgico, los afos de malestar, la progresién de la enfermedad, las

comorbilidades asociadas y los costes sanitarios (Agrawal et al., 2018).
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Capitulo 5: Conclusiones e Implicaciones Clinicas de los miRNAs en la
Endometriosis

A lo largo de este trabajo hemos analizado de manera exhaustiva la literatura
cientifica disponible sobre el papel de los miRNAs en la fisiopatologia,
diagnostico y posible tratamiento de la endometriosis. Los resultados de esta
revision confirman que los mMiRNAs constituyen elementos centrales en la
regulacion de procesos bioldgicos claves de la enfermedad, como la inflamacion,
la angiogénesis, la proliferacion celular y la resistencia hormonal (Ahn et al.,
2017; Agrawal et al., 2018). Su expresion diferencial en fluidos biolégicos como
plasma, suero y liquido peritoneal, asi como en tejido endometrial, los convierte
en candidatos de gran interés como biomarcadores no invasivos para el

diagndstico y el seguimiento clinico.

18. Discusion

A pesar del considerable interés en los miRNAs como potenciales
biomarcadores diagnosticos no invasivos para la endometriosis, la integracion
de los hallazgos actuales revela un panorama complejo. Solo el miR-20a ha
mostrado una desregulacion consistente (disminucion) en plasma y suero en
mas de un estudio. Otros miRNAs como miR-15b-5p y miR-199a, aunque
desregulados en multiples estudios, presentan direcciones inconsistentes de
expresion (Agrawal et al., 2018). La familia miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-
141) también ha sido identificada como desregulada en varios estudios. Mas
recientemente, miR-30c-5p ha surgido como un candidato prometedor,
mostrando niveles significativamente mas altos en suero de pacientes con
endometriosis, independientemente de la fase del ciclo menstrual o de la
presencia de hemdlisis (Chico-Sordo et al., 2024). Sin embargo, un estudio
previo reportd niveles disminuidos de miR-30c-5p, lo que subraya la
inconsistencia entre las investigaciones. Esta baja especificidad y la
superposicion con otras condiciones inflamatorias y autoinmunes, asi como
varios tipos de cancer, recalcan la necesidad de paneles de biomarcadores en
lugar de miRNAs individuales para lograr una capacidad diagnéstica robusta
(Agrawal et al., 2018). Los vacios de conocimiento son notables, derivados de la
heterogeneidad y la falta de estandarizacion en el disefio de los estudios, las
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poblaciones de pacientes (incluyendo las etapas de la enfermedad), los tipos de
muestras (suero vs. plasma), los grupos de control, los controles endégenos de
gRT-PCR, las plataformas de perflado de miRNAs e incluso la hora de
recoleccion de las muestras (Agrawal et al., 2018). La hemdlisis, un factor crucial,
también afecta los niveles de miRNAs circulantes y debe ser monitoreada.
Enlazando con la hipotesis, se confirma parcialmente que los mMiRNAs
circulantes son candidatos prometedores para biomarcadores no invasivos, con
varios miRNAs individuales y paneles que muestran un alto potencial
diagnostico. No obstante, la falta de validacion clinica a gran escala, la necesidad
de estudios mas amplios y bien controlados, y la uniformidad en los enfoques de
investigacion con poblaciones diversas siguen siendo barreras significativas que

impiden su traduccion a la practica clinica rutinaria (Agrawal et al., 2018).

19. Viabilidad diagndstica de los miRNAs

Los estudios analizados muestran perfiles de desregulacion de distintos miRNAs
en pacientes con endometriosis en comparacion con mujeres sanas, destacando
la subregulacion de miR-20a, miR-17-5p y de la familia miR-200 (Rekker et al.,
2015; Jia et al., 2013). Estos hallazgos sugieren que un panel combinado de
miRNAs podria mejorar la capacidad diagnostica (Cosar et al., 2016). Sin
embargo, la heterogeneidad de la enfermedad y la falta de estandarizacién
metodoldgica en la recogida y procesamiento de muestras limitan su
aplicabilidad clinica inmediata (Chico-Sordo & Garcia-Velasco, 2024).

Aunque algunos miRNAs individuales, como miR-30c-5p, han mostrado un
potencial diagnostico prometedor (Chico-Sordo et al., 2024), hasta la fecha
ninguno ha alcanzado el nivel de validacidn requerido para sustituir a la
laparoscopia como método diagndstico estandar. Por ello, es mas probable que
el futuro del diagndstico se centre en la integracidn de paneles de miRNAs junto
con otros biomarcadores moleculares, clinicos e imagenologicos, en lugar de un

Unico marcador aislado.

20.Implicaciones terapéuticas y monitorizacion clinica
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Ademas de su potencial diagnoéstico, los miRNAs ofrecen un atractivo campo de
estudio como dianas terapéuticas. La modulacion de su expresién, mediante
mimicos o inhibidores, podria permitir revertir procesos patologicos
caracteristicos de la endometriosis. Por ejemplo, restaurar los niveles de miR-
199a podria reducir la angiogénesis y la inflamacion mediada por VEGF-A y NF-
kB (Agrawal et al., 2018), mientras que regular la familia miR-200 podria interferir
en la TEM, clave en la invasividad de las células endometriales (Rekker et al.,
2015).

Asimismo, la posibilidad de monitorizar los niveles de miRNAs en sangre de
forma longitudinal, independientemente de la fase del ciclo menstrual o del uso
de terapias hormonales, abre la puerta a su utilizaciéon en el seguimiento de la
progresion de la enfermedad y en la evaluacién de la respuesta a tratamientos
meédicos o quirurgicos (Sardo et al., 2025). Esto representa un avance relevante
frente a las limitaciones actuales, ya que la endometriosis es una patologia

cronica y recurrente que requiere un control clinico a largo plazo.

21.Desafios y limitaciones

No obstante, debemos ser conscientes de las limitaciones actuales. La falta de
consistencia en los resultados entre distintos grupos de investigacion refleja la
necesidad urgente de estandarizar los procedimientos de recogida de muestras,
control de hemdlisis y normalizacion de datos (Agrawal et al., 2018; Chico-Sordo
et al., 2024). Ademas, muchos estudios presentan tamafos muestrales
reducidos y poblaciones homogéneas, lo que dificulta la extrapolacion de los

resultados a diferentes contextos clinicos.

La heterogeneidad intrinseca de la endometriosis afiade otra capa de
complejidad. Se trata de una enfermedad multifactorial y polimérfica, con
fenotipos clinicos muy variables que incluyen desde mujeres asintomaticas hasta
pacientes con dolor pélvico crénico severo o infertilidad (Chauhan et al., 2022).
Es improbable que un unico perfil de miRNAs pueda reflejar de forma uniforme
todas estas manifestaciones, lo que refuerza la necesidad de desarrollar paneles
combinados y adaptados a subtipos especificos de la enfermedad.
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22. Proyecciones clinicas y avances futuros

La integracion de los miRNAs en la practica clinica podria transformar la forma
en que diagnosticamos y tratamos la endometriosis. Su utilizacidn como
biomarcadores no invasivos acortaria de manera significativa el retraso
diagnostico, que actualmente puede alcanzar hasta una década en muchos
paises, mejorando asi el pronodstico reproductivo y la calidad de vida de las
pacientes (Sardo et al., 2025). Ademas, su combinacion con otras tecnologias
emergentes, como la metabolomica, la protedbmica y la inteligencia artificial
aplicada al analisis de datos clinicos, podria dar lugar a herramientas de cribado

mas precisas y personalizadas.

En el ambito terapéutico, los miRNAs se perfilan como moléculas capaces de
guiar el desarrollo de nuevas estrategias farmacologicas dirigidas. A medida que
se optimicen los sistemas de liberacién especificos, como nanoparticulas o
vectores virales, se incrementara la viabilidad de los tratamientos basados en la
modulacion de miRNAs (Chico-Sordo & Garcia-Velasco, 2024). En este
contexto, es fundamental que la investigacion clinica avance en paralelo al
desarrollo tecnologico, garantizando la seguridad y eficacia de estas

aproximaciones.

23. Reflexion final

En conclusién, los miRNAs representan una oportunidad unica para superar las
barreras diagndsticas y terapéuticas de la endometriosis. Aunque todavia nos
encontramos en una fase exploratoria, la evidencia acumulada hasta el momento
respalda su viabilidad como biomarcadores y dianas terapéuticas. La
consolidacion de protocolos estandarizados, la realizacion de estudios
multicéntricos y la colaboracion internacional son pasos indispensables para

lograr su implementacion clinica.

Desde mi perspectiva como investigador en formacién dentro del ambito de la

biologia reproductiva, considero que el estudio de los miRNAs no solo contribuye
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al avance del conocimiento cientifico, sino que tiene un potencial transformador
real en la vida de millones de mujeres afectadas por la endometriosis. El reto
futuro sera trasladar este conocimiento desde el laboratorio hasta la practica
clinica, en un proceso que combine rigor cientifico, innovacion tecnoldgica y

sensibilidad hacia las necesidades de las pacientes.

36 de 35



Implicacion de MiRNAs en la endometriosis José Angel Corona Lang

Bibliografia (30)

Agrawal, S., Tapmeier, T. T., Rahmioglu, N., Kirtley, S., Zondervan, K. T., & Becker, C. M.
(2018). The miRNA mirage: How close are we to finding a non-invasive diagnostic
biomarker in endometriosis? a systematic review. International Journal of
Molecular Sciences, 19(2). https://doi.org/10.3390/ijms19020599

Ahn, S. H., Singh, V., & Tayade, C. (2017). Biomarkers in endometriosis: challenges and
opportunities. Fertility and Sterility, 107(3), 523-532.
https://doi.org/10.1016/J.FERTNSTERT.2017.01.009/ASSET/E6430F6E-9E38-4D88-
A1A9-A05C87AC2BFA/MAIN.ASSETS/GR1.JPG

Bashti, O., Noruzinia, M., Garshasbi, M., & Abtahi, M. (2018). miR-31 and miR-145 as
Potential Non-Invasive Regulatory Biomarkers in Patients with Endometriosis. Cell
Journal, 20(1), 84-89. https://doi.org/10.22074/CELLJ.2018.4915,

Chauhan, S., More, A., Chauhan, V., & Kathane, A. (2022). Endometriosis: A Review of
Clinical Diagnosis, Treatment, and Pathogenesis. Cureus, 14(9).
https://doi.org/10.7759/CUREUS.28864

Chico-Sordo, L., & Garcia-Velasco, J. A. (2024). MicroRNAs as Biomarkers and
Therapeutic Targets in Female Infertility. International Journal of Molecular
Sciences, 25(23), 12979. https://doi.org/10.3390/1JMS252312979

Chico-Sordo, L., Ruiz-Martinez, T., Toribio, M., Gonzalez-Martin, R., Spagnolo, E.,
Dominguez, F., Hernandez, A., & Garcia-Velasco, J. A. (2024). Identification of miR-
30c-5p microRNA in Serum as a Candidate Biomarker to Diagnose Endometriosis.
International Journal of Molecular Sciences, 25(3).
https://doi.org/10.3390/1JMS25031853

Cosar, E., Mamillapalli, R., Ersoy, G. S., Cho, S. Y., Seifer, B., & Taylor, H. S. (2016).
Serum microRNAs as diagnostic markers of endometriosis: a comprehensive
array-based analysis. Fertility and Sterility, 106(2), 402—409.
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2016.04.013

Endometriosis con Cirugia Robotica. (n.d.). Retrieved June 16, 2025, from
http://www.icirugiarobotica.com/noticias/ginecologia-endometriosis/

Endometriosis images and severity - gynsurgery.org. (n.d.). Retrieved June 16, 2025,
from https://www.gynsurgery.org/endometriosis-images-severity/

Jia,S. Z,, Yang, Y., Lang, J., Sun, P., & Leng, J. (2013). Plasma miR-17-5p, miR-20a and
miR-22 are down-regulated in women with endometriosis. Human Reproduction,
28(2), 322-330. https://doi.org/10.1093/HUMREP/DES413,

37 de 35




Implicacion de MiRNAs en la endometriosis José Angel Corona Lang

Micro-ARN - Labster. (n.d.). Retrieved March 18, 2024, from
https://theory.labster.com/es/micrornas/

Moustafa, S., Burn, M., Mamillapalli, R., Nematian, S., Flores, V., & Taylor, H. S. (2020).
Accurate diagnosis of endometriosis using serum microRNAs. American Journal of
Obstetrics and Gynecology, 223(4), 557.e1-557.e11.
https://doi.org/10.1016/j.ajog.2020.02.050

Rekker, K., Saare, M., Roost, A. M., Kaart, T., Soritsa, D., Karro, H., Soritsa, A., Simdn, C.,
Salumets, A., & Peters, M. (2015). Circulating miR-200-family micro-RNAs have
altered plasma levels in patients with endometriosis and vary with blood
collection time. Fertility and Sterility, 104(4), 938-946.e2.
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2015.06.029

Sardo, A. D. S., Becker, C. M., Renner, S. P., Suvitie, P. A., Tarriel, J. E., Vannuccini, S.,
Garcia Velasco, J. A., Verguts, J., & Mercorio, A. (2025). Management of women
with endometriosis in the 21st century. In Current Opinion in Obstetrics and
Gynecology. Lippincott Williams and Wilkins.
https://doi.org/10.1097/GC0O.0000000000001027

Yan, H., & Bu, P. (2021). Non-coding RNA in cancer. Essays in Biochemistry, 65(4), 625—
639. https://doi.org/10.1042/EBC20200032

38 de 35



