ISSN-1870-3690

Revista de Educacion

Bioquimica

REB 2018

S N TR

0
<03

Organo de informacién de la
Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A.C.

Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina
UNAM

2dad Mexicana de
oquimica, A.C

EDITADO DESDE 1982 COMO BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

VOL. 37 No. 3 SEPTIEMBRE 2018




COMITE EDITORIAL

EDITOR EN JEFE

JOSE VICTOR CALDERON SALINAS

Departamento de Bioquimica
Centro de Investigacidon y de Estudios Avanzados

EDITORES

RAFAEL CAMACHO CARRANZA

Instituto de Investigaciones Biomédicas

Departamento de Medicina, Gendmica y Toxicologia Ambiental
Universidad Nacional Auténoma de México

KARLA GUADALUPE CARVAJAL AGUILERA

Instituto Nacional de Pediatria

ALICIA GAMBOA DE BUEN
Instituto de Ecologia
Universidad Nacional Auténoma de México

MARCO ANTONIO JUAREZ OROPEZA
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

MARIA ESTHER REVUELTA MIRANDA
Seccioén Bioquimica y Farmacologia Humana
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

ROCIO SALCEDA SACANELLES
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Autébnoma de México

YOLANDA SALDANA BALMORI
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Autbnoma de México

VICTOR M. VALDES LOPEZ
Facultad de Ciencias
Universidad Nacional Autébnoma de México

ANGEL ZARAIN HERZBERG
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

EDITORES FUNDADORES

GUILLERMO CARVAJAL SANDOVAL
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
e Instituto Politécnico Nacional

JESUS MANUEL LEON CAZARES
Facultad de Ciencias Naturales
Universidad Auténoma de Querétaro

ENRIQUE PINA GARZA
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Autbnoma de México

YOLANDA SALDANA BALMORI
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

SERGIO SANCHEZ ESQUIVEL
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Universidad Nacional Auténoma de México

CORRESPONSALES

ROCIO SALCEDA SACANELLES
Coordinadora

Instituto de Fisiologia Celular

Universidad Nacional Autdbnoma de México

ALEJANDRO MARTINEZ MARTINEZ
Instituto de Ciencias Biomédicas
Universidad Auténoma de Ciudad Juarez, Chihuahua

SERGIO SANCHEZ-ARMASS ACUNA
Departamento de Fisiologia y Farmacologia
Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de San Luis Potosi

MARTHA ANGELICA QUINTANAR ESCORZA
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina Humana, Universidad Judrez del Estado de Durango

MARIA MALDONADO VEGA
Departamento de Investigacion. Centro de Innovacion Aplicada en
Tecnologias Competitivas, AC. Ledn, Gto., Mexico

Publicacién incluida por el Centro de Informacidn Cientifica y Humanistica de la Universidad Nacional
Auténoma de México en la base de datos Periddica, Iresie, Redalyc, Latindex y Scielo.

REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA (REB), Volumen 37, Nimero 3, septiembre de 2018, publicacién trimestral, editada
por Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C., Avenida Universidad No. 3000, Colonia Universidad Nacional
Auténoma de México, Delegacion Coyoacan, C.P. 04510. Ciudad de México, México. Correspondencia: Apartado Postal 70-281,
Coyoacan, C.P. 04510, Ciudad de México, México. Correo E: reb@bg.unam.mx
http://bg.unam.mx/wikidep/pmwiki.php/Reb/HomePage

http://www.facmed.unam.mx/marco/index.php?dir_ver=101

Editor responsable Dr. José Victor Calderén Salinas. ISSN: 1870-3690. Reserva de derechos al Uso Exclusivo No. 04-2015-
113014523300-203, ambos otorgados po el Instituto Nacional del Derecho de Autor. Disefio: Celia Virginia Sanchez Meza,
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. Disponible en septiembre del 2018.

El contenido de los articulos y las opiniones expresadas en ellos son responsabilidad de los autores y no reflejan necesariamente
las del Comité Editorial. Se autoriza la reproduccion parcial o total de los textos aqui publicados siempre y cuando se cite
la fuente completa y la direccion electrénica de la publicacion.




Revista de Educacién Bioquimica (REB) 2018 Vol 37 Num. 3 Septiembre 2018

CONTENIDO

COMITE EDITORIAL
EDITORIAL

ACCESO LIBRE A LA INFORMACION
CIENTIFICA, ¢éEXISTEN BARRERAS PARA LA
CIENCIA?

Jesus Martinez Sdmano y

Marco Antonio Juarez Oropeza.........ocveuenen. 65

ARTICULOS

IMPLICACIONES CLINICAS DE LA
EXPRESION DE GENES QUE CODIFICAN
PARA PROTEINAS DE LAS UNIONES
ESTRECHAS: EL CASO DE TJP1

Eric Ramirez-Bohoérquez,

Diana Garcia-Cruz,

Diego Ortega-Pacheco,

José 1. Siliceo-Murrieta,

Lorena Guadalupe Ramoén-Canul,

Sergio Alberto Ramirez-Garcia................. 67

ESTUDIO DEL TRANSCRIPTOMA MEDIANTE
RNA-SEQ CON ENFASIS EN LAS ESPECIES
VEGETALES NO MODELO

Gustavo Rodriguez-Alonso,

Svetlana Shishkova................ooel 75

OTRAS COMUNICACIONES

CRUCIBIOQ )
CONCEPTOS DE GENETICA
Yolanda Saldana Balmori......cccvvevevvieennns 89

AMINO-,ESTRUCTURA: UNA PROPUESTA
PEDAGOGICA PARA EL APRENDIZAJE

DE LQS VEINTE AMINOACIDOS QUE
COMUI\JMENTE SE ENCUENTRAN EN LAS
PROTEINAS

Juan Carlos Vega Garzdn........c.coevevivnennnnns 91

SOLUCION AL CRUCIBIOQ
CONCEPTOS DE GENETICA
Yolanda Saldafa Balmori.........ccecvvvvvennnns. 95

INSTRUCCIONES PARA LOS
COLABORADORES DE LA REVISTA DE
EDUCACION BIOQUIMICA........ccvvviiiinnnn, 96



Revista de Educaciéon Bioquimica (REB) 37(3): 65-66, 2018 65

EDITORIAL

ACCESO LIBRE A LA INFORMACION CIENTIFICA,
¢EXISTEN BARRERAS PARA LA CIENCIA?

Todos aquellos que nos dedicamos a hacer ciencia
y su divulgacién tenemos la gran necesidad de
realizar consultas en revistas especializadas en
nuestras disciplinas, es un hecho que en muchas
ocasiones no es posible el acceso debido a que se
debe de pagar cierto costo por el acceso a la re-
vista y/o al articulo. México es considerado un pais
de ingresos medios-altos en donde, de acuerdo a
datos del Banco Mundial para el 2015, se destina
aproximadamente 0.55% del Producto Interno
Bruto a la ciencia (investigacion y desarrollo); lejos
de ser un tema de interés, es mas alarmante que
para el afio 2018, se asignaron al Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia 31 mil 091 millones 273
mil pesos, destinandose 18.6% del recurso para
investigacion, desarrollo y publicaciones, siendo
2.5% menor que en el 2017, todo esto como re-
flejo de los recortes presupuestales del Gobierno
Federal, generando descontento entre la comuni-
dad cientifica mexicana.

Para los investigadores, una forma de demos-
trar su productividad es a través de la publicacién
en revistas indizadas, arbitradas y con factor de
impacto. Desafortunadamente, el publicar en
revistas de estas caracteristicas y el tener acce-
so a su contenido cientifico tiene un costo (que
puede ser de hasta algunos miles de ddlares)
lo cual crea la necesidad de gastar presupuesto
en adquirir publicaciones y en publicar nuestra
investigacion original o bien, buscar alternativas
para la publicacion y recuperacion de articulos.
Una de estas alternativas es la publicacién en
revistas de acceso abierto (open access), una
postura impulsada desde sus inicios por la fun-
dacion Bill y Melinda Gates. Las publicaciones
de acceso abierto estan disponibles de forma
gratuita para todos los lectores en cualquier lu-
gar, generalmente mediante acceso a internet,
lo cual significa que pueden ser descargadas,
distribuidas o impresas por el usuario, el costo
de la publicacion es cubierto, en general, por el
investigador o institucién de trabajo o financiado-

ra. Actualmente impera el modelo tradicional en
donde es necesario realizar el pago de suscrip-
cién a la revista para hacer uso de los servicios
editoriales, entre ellos el de las publicaciones
académicas. De acuerdo con la revista Nature
en su publicacion del 04 de septiembre de 2018
y llamada “Radical open-access plan could spell
end to journal suscriptions” existen tres modelos
de publicaciones académicas, 15% de las revis-
tas publican los trabajos en el modelo de acceso
abierto, financiados por costos de publicacion o
mediante convenios institucionales; un 38% de
las revistas publican los trabajos en el modelo
tradicional, que significa que para la recuperacién
del articulo se requiere el pago de cuotas de sus-
cripcion y, un 45% de las revistas trabaja en un
modelo hibrido. Lo anterior indica la prevalencia
del modelo en el cual es necesario cubrir un costo
para tener acceso a la informacion.

Es aqui donde se crean diversos puntos de
discusion: éDebe de existir una barrera econé-
mica para el acceso a la informacidn cientifica?,
¢la publicacién de la ciencia debe de ser capi-
talizable?, élos investigadores deberiamos de
pagar por el acceso a la informacion cientifica
de calidad? Si bien es cierto que las editoriales
requieren de cubrir ciertos gastos para realizar
la publicaciéon de articulos (ahora en su mayoria
de forma electrénica) y esto se convierte en un
modelo de negocio. En este afio la Comunidad
Europea, en conjunto con diversas organizacio-
nes dedicadas al financiamiento de la ciencia,
establecieron su postura con respecto a las pu-
blicaciones de acceso abierto a través del Plan
S (science, speed, solution): se pretende que
para el afo 2020 todas las publicaciones deri-
vadas del financiamiento publico deben de ser
publicadas en revistas de acceso abierto. Sin
duda, este planteamiento significa una gran ra-
zén de “preocupacion” para las casas editoriales,
como lo expresan los voceros de la Asociacion
Internacional de Editores Médicos, Cientificos y
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Técnicos, ya que la propuesta podria significar
limitaciones a la libertad académica.

Sin duda es una propuesta controversial, desde
la vision de los que hacen ciencia significaria el
acceso a la informacién inmediatamente. Pero es
un hecho que mientras no avancen iniciativas como

estas, seguiremos dependiendo del acceso limitado
que nos pueden brindar nuestras instituciones.

JesUs Martinez Sd@mano y

Marco Antonio Juarez Oropeza

Departamento de Bioguimica, Facultad de Medicina
Universidad Nacional Autbnoma de México
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IMPLICACIONES CLINICAS DE LA EXPRESION DE
GENES QUE CODIFICAN PARA PROTEINAS DE LAS
UNIONES ESTRECHAS: EL CASO DE TJP1*

Eric Ramirez-Bohérquez?, Diana Garcia-Cruz?, Diego Ortega-Pacheco?,
José 1. Siliceo-Murrieta3, Lorena Guadalupe Ramoén-Canul3, Sergio Alberto Ramirez-Garcia3**
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**Autor de correspondencia correo E: sergio7genetica@hotmail.com

RESUMEN

El gen TJP1 codifica para la proteina ZO-1, una de las proteinas de las uniones estre-
chas (UE) intercelulares, las cuales realizan diferentes funciones de acuerdo a su ex-
presidon. ZO-1 participa en el contacto célula-célula, proporciona estructura mecanica
y regula el transporte de sustancias a través de las células. Su mayor expresion es
en las células epiteliales asi como endoteliales. Se ha propuesto que la alteracidon
de la estructura, o la disrupcién de las TJP1 a causa de mutaciones o polimorfismos
gue conducen a cambios en la estructura de ZO-1 o en su expresion, podrian ser
un factor patogénico en diferentes enfermedades, ya que modifica la arquitectura y
funcion de los tejidos, como en sindrome de intestino irritable, infecciones por virus
del hepatitis C, el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), el virus del papiloma
humano (VPH), y en las cardiomiopatias. Considerando que en el humano las UE
tienen un rol crucial en la fisiologia de los tejidos, realizamos una breve revisién de
las bases moleculares y las implicaciones del efecto de la expresidon del gen TJP1 y
de las UE relacionadas en el desarrollo de diferentes enfermedades del campo de las
sub-especialidades de la medicina interna.

ABSTRACT

The TJP1 gene encodes for the Z0O-1 protein, from the intercellular tight junctions
(TIP), which perform different functions according to their expression, such as in the
cell-cell contact, provides mechanical and structural support, regulates the transport
of nutrients through the cells. Its highest expression is in epithelial and endothelial
cells. It has been proposed that the alteration of the structure or disruption of the
TJP1 due to mutations or polymorphisms that lead to change in the structure of
Z0-1 or its expression, could be a pathogenic factor in different diseases, since it
modifies the architecture and tissue function, such as irritable bowel syndrome,
infections by hepatitis C virus, HIV, papilloma virus (HPV), and cardiomyopathies.
Considering that in humans the TJP1 gene plays a crucial role in the physiology of
tissues; we carry out a brief review of the molecular bases and the implications of
the effect of the expression of TJP1 and related TJP genes, during the development
of different diseases.

*Recibido: 16 de enero de 2018 Aceptado: 2 de agosto de 2018

PALABRAS
CLAVE:
Claudina, oclu-
dinas, polimor-
fismos,
uniones
estrechas,
Zona
Occludens.

KEY WORDS:
Claudins,
polymorphism,
Ocludins,

Tight junctions,
Zona
Occludens.
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INTRODUCCION

El gen TJP1 (del inglés, Tight Junction Protein
1) codifica para la fosfoproteina de membrana
periférica ZO-1 (Zona Occludens-1), el gen tiene
su /ocus en el cromosoma 15g13.1 (Fig. 1). Por
corte y empalme alternativo se producen cinco
isoformas que se expresan en diferentes tejidos,
tal como se muestra en la figura 2 (1). ZO-1 se
expresa principalmente en uniones estrechas de
células epiteliales y endoteliales, preferentemente
en los sitios de contacto célula-célula, formando
barreras intercelulares que sirven para separar
los compartimentos tisulares laterales al limitar el
transporte de los solutos, agua, nutrientes entre
otras moléculas, asi como a las células del sistema
inmune y agentes infecciosos para atravesar el
espacio paracelular (2).

La isoforma mas larga de la proteina ZO-1 tiene
7 dominios; cabe sefalar que ZO-1 forma parte del
complejo de proteinas transmembranales de las
uniones estrechas (UE) formado por tres grupos

)

) — == :
A--E8 3B BB -
‘--‘

ﬂ‘z 134

(2); 1) por proteinas de anclaje periférico (zonulina,
zonula ocludens, Z0-1, Z0O-2, Z0-3), 2) ocludinas
claudinas y 3) moléculas de adhesion (JAM), las
cuales brindan resistencia mecanica a la union
célula-célula (2), participan en la sefalizacién
intracelular, estan vinculadas con la regulacién de
la expresién genética, diferenciacion celular, (2-
7). ZO-1, ocludinas y claudinas (3, 6), ademas se
asocian a otras proteinas transmembranales, las
cadherinas, las cuales pueden ligar a las UE con
los elementos del citoesqueleto y las uniones ad-
herentes (UA) (6), regulando la citocinesis, trafico
de las uniones GAP, quimiotaxis, apoptosis, asi
como el transporte mediado por vesiculas. Se ha
reportado que Z0-1 y las claudinas son determi-
nantes de la absorcién selectiva de nutrientes en
las células epiteliales intestinales (Fig. 3) (1, 8).
La alteracidén en la estructura o expresion de las
UE puede tener diferentes implicaciones clinicas, el
presente trabajo se enfoca principalmente a TJP1/
Z0-1, sin embargo se analizan otras UE, con las
gue interacciona. Por ejemplo, se han reportado

e B2

'
25.

E 26.1 i]

26.2

Figura 1. Locus del gen TJP1 en el cromosoma 15. Fuente: elaboracion propia.

13.48

RPKM*

10.35 10.15

N

tejido

*Datos de kilobases leidas por millén de lecturas mapeadas, bloque de secuencias de RNA

Figura 2. Abundancia de expresion del gen TJP1 en diferentes érganos y tejidos del cuerpo humano.

Fuente: adaptado de Gene, NCBI.
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Figura 3. Localizacién de TJP1/Z0O-1 en los enterocitos, se aprecian en la parte apicolateral y basolateral de las
células, de color azul, mientras que los filamentos de actina a los cuales se anclan, estan de color rojo. El flujo de
nutrientes a través de estas se observa con las flechas negras de la luz al enterocito.

Fuente: elaboracién propia.

polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por
sus siglas en inglés) que modifican la estructura
de las TJP1/Z0-1, como el caso del polimorfismo
rs2291166 el cual consiste en una transversion
T>G en el exén 23 coddén 1334, que se traduce
en un cambio de aspartato por valina, se asocia
con una alteracion de la estructura secundaria de
Z0-1; este polimorfismo se asocia con la albumi-
nuria (3). En la Tabla 1 se muestran algunos de
los SNP s reportados con /ocus en sitios cripticos
intrénicos, los cuales se relacionan con la expresiéon

del gen. También se presentan algunos SNP 's que
conducen cambios de aminodacido que se traducen
en modificaciones de la estructura secundaria y
terciaria ZO-1 (1). Asi, las patologias de las UE se
deben a dos causas, por alteracién en la estructura
(lo cual se traduce en la reduccién o aumento de
su funcion), o por modificacidén en su expresion
(aumento o disminucién). Las principales patologias
se agrupan en:

1) Enfermedades del epitelio respiratorio

2) Enfermedades del tracto digestivo

Tabla 1. Polimorfismos de TJP1 con implicaciones funcionales

Namero de SNP Locus Localizacion Cambio de Consecuencia
cromosomico de la variante nucleétido Funcional
. i . Modificacién en la
rs785422 15:29881682 Variante Intronica C>T expresion
. . A Modificacién en la
rs1719013 15:29859586 Variante Intronica C>T expresion
. Variante exonica, Modificacién de la
rs2229515 15:29726423 cambio con sentido T>cC estructura
. Variante exonica, Modificacion de la
ezl e B cambio con sentido B estructura
rs4779674 15:29916646 Variante Intrénica G>A Modificacion en la
expresion
. Variante exonica, Modificacion de la
rs17570821 eizeies7e cambio con sentido Lok estructura
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3) Enfermedades dentales

4) Enfermedades neurodegenerativas
5) Neoplasias

6) Nefropatias

7) Enfermedades cardiovasculares

8) Enfermedades infecciosas

Enfermedades del epitelio respiratorio. La
rinitis alérgica es una enfermedad inflamatoria
nasal cronica mediada por un proceso mediado
por inmunoglobulina E a alérgenos ambientales.
Aunque la atopia es un potente factor de riesgo
predisponente para la rinitis alérgica, la susceptibi-
lidad del tejido local es inevitable para la expresion
de la enfermedad. El epitelio nasal mantiene la ho-
meostasis tisular proporcionando una barrera fisica
controlada por proteinas de unidn epitelial, en este
sentido Lee y cols.,(9) analizaron la expresion de
proteinas de unidn epitelial que no se ha estudiado
en pacientes con rinitis alérgica, mediante la re-
accion en cadena de la polimerasa en tiempo real,
Western blot y ensayos de inmunohistoquimica, se
analizé la expresion de las proteinas E-cadherina
y de ZO-1 en el epitelio del cornete. Ademas,
los niveles de expresion de E-cadherina y ZO-1
se determinaron en células epiteliales cultivadas
tratadas con interleucina-4 (IL-4), IL-5, factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a) e interferdn gamma
(citocinas incrementadas en este padecimiento).
Ciertamente la expresion y la inmunorreactividad
de E-cadherina y ZO-1 disminuyeron en el epitelio
nasal de pacientes con rinitis alérgica. Cabe resaltar
que la estimulacion de células epiteliales cultivadas
con IL-4, IL-5 y TNF-a dio como resultado la re-
gulacion negativa de la expresion de E-cadherina
solo en células epiteliales cultivadas de pacientes
con rinitis alérgica, mientras que la expresion de
E-cadherina en células epiteliales cultivadas de los
controles no se vieron afectados por la estimulacion
con el mismo panel de citocinas. Estos resultados
son concordantes con la disminucion de la expresion
de las proteinas de unién epitelial que se encontrd
en pacientes con rinitis alérgica. La interrupcion de
la integridad epitelial se relaciond6 con la regulacion
corriente debajo de los genes para E-cadherina y
Z0-1 (9).

Enfermedades del tracto digestivo. Las UE
expresadas en la parte apical de las vellosidades
del intestino delgado, tienen un rol crucial en la per-
meabilidad selectiva, debido a que en la superficie
apical se absorben los nutrientes; mientras que a
nivel lateral y basolateral, TJP1/Z0O-1 actia como
regulador de la permeabilidad entre un enterocito
y otro (6). Los mecanismos de interactémica entre
las UE a este nivel, son un campo de estudio vasto,
por ejemplo se ha reportado que JAM-A (por su

siglas en inglés, Junctional adhesion molecule-A)
no interacciona directamente con ZO-1, sino mas
bien lo hace a través de Z0O-2 (10). Una disminucion
en la expresion o alteracion estructural de estas
proteinas, pueden causar un sindrome de mala
absorcion. Por ejemplo se ha asociado la reduccion
de la expresion de TJP1 y otras UE en el sindrome
de colon irritable (11-12). En la patogénesis de la
enfermedad celiaca, se ha relacionado mas con la
reduccion de la zonulina y con ZO-1 (13). En diabe-
tes mellitus tipo 1 autoinmune (13) se ha reportado
un incremento de la permeabilidad de las vellosida-
des intestinales y diarrea secretora relacionada con
la pérdida de la arquitectura de las UE (zonulina y
Z0-1) (14). Esto sugiere que los genes de las UE
pueden ser factores prondsticos de la severidad de
estas dos enfermedades autoinmunes (3, 15-16),
asi como para otros patégenos que pueden afectar
el tracto digestivo o sus glandulas anexas, tal es
el caso de Helicobacter pylori; en éste, la proteina
CagA se trasloca con ZO-1 y JAM-A en las células
epiteliales gastricas causando un ensamblaje ecto-
pico de componentes de la unidn estrecha en sitios
de unién bacteriana y alterando la composicion asi
como funcidon del complejo apical-basolateral, su
administracion prolongada produce epitelios displa-
sicos (3, 15-16). En estudios in vitro, ZO-1 y otras
ocludinas se incrementan en el borde de las células
Huh7 en presencia de hepatitis C, aumentan adn
mas en presencia de enterovirus, asi ZO-1 y otras
UE del tipo JAM-A, regulan la homeostasis, y son
necesarias para la estabilizacion de las integrinas
tipo B y para la proliferacion de las células epiteliales
intestinales (14).

Enfermedades dentales. Recientemente, Xu
y cols. (17), han demostrado la alta expresion de
Z0-1 en odontoblastos de la pulpa dental y del pe-
riodoncio; la alta expresion de ZO-1 incrementa gra-
dualmente con la diferenciacién. La diferenciacién
se inhibia en gran medida en caso de silenciamiento
del gen TJP1, con lo que queda claro que ZO-1 es
necesario para la diferenciacion de estas células
del tejido conectivo (17). Las implicaciones clinicas
de estos hallazgos son importantes, porque la ex-
presion genética anormal de TJP1 o sus variantes
génicas son factores de predisposicion para pulpitis,
necrosis pulpar y anormalidades del desarrollo em-
brionario (agenesias dentales), un nueva frontera
de investigacion en la odontologia.

Enfermedades neurodegenerativas. Se co-
noce que la presencia de las UE en la barrera hema-
toencefalica, destacando la familia de las claudinas,
ocludinas y ZO-1 (18). Adicional a lo antes mencio-
nado se ha encontrado que se expresan en células
madre que dan origen a estirpes neuronales (19).
Cabe sefialar que, cuando se afecta la estructura
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de las UE o la expresion de sus proteinas, como
algun polimorfismo o mutacion, las funciones que
realizan se veran afectadas; por ejemplo la arqui-
tectura y permeabilidad de las células endoteliales
de la barrera hematoencefalica se mantiene por
TIP1(ZO-1) (18); los cambios estructurales en esta
proteina se han reportado en enfermedades neuro-
degenerativas como en la enfermadad de Alzheimer,
la enfermedad de Parkinson, el edema vasogénico,
la esclerosis multiple, lo cual es una de las fronteras
de investigacion (9). Algunos polimorfismos como
el rs1038306187 que conduce al cambio del ami-
noacido GIn791Glu en el dominio guanilato cinasa
(residuo de localizacién 682-861), o que afectan a la
expresion génica, mediante cambios de nucledtidos
en los sitios cripticos intronicos del corte y empalme
alternativo, tal es el caso de los SNP "s rs781148827,
rs5478300017, rs78014403 y rs1020739943 en la
region aceptora, y rs1029122894 en la region do-
nante (9). La regidn del gen TJP1 que codifica para
el dominio ZU5 (residuos 1701-1799), es un “hots-
pot” con 33 polimorfismos que conducen a cambios
conformacionales (23). En la Tabla 1 se puede ver
otros polimorfismos del gen TJP1 con implicaciones
funcionales.

Neoplasias. TJP1/Z0-1 es uno de los principales
blancos en el cancer (2-4), primero porque forma
parte de los contactos célula-célula que participan
en la diferenciacion celular. Segundo, porque la al-
teracion en la arquitectura de ZO-1 tiene un efecto
importante en la tumorigénesis, se presentan dos
efectos: a) por diminucién de la expresion y, b)
por incremento de la expresion; en el primer caso
estan los colangiocarcinomas, tumores de la vesi-
cula biliar y tumores de mama en fases avanzadas
(3). En el segundo grupo, estan el adenocarcinoma
ductal pancreatico y en largas metaplasias ductales
(20), cancer de colon estadio 1-2 y con metastasis
al higado (3). En casos de neoplasias gastrointes-
tinales se ha reportado que el incremento de la
expresion de TJP1 es proporcional con el didametro
del tumor, grado histoldgico, asi como mala sobre-
vida de los pacientes (3). De la misma manera, se
ha asociado la disminucién de los niveles de TJP1
con la consecuente reduccion en los niveles de ZO-1
al prondstico poco favorable de supervivencia de
pacientes con carcinoma hepatocelular después de
una hepatectomia (21). Mientras que en el cancer
pulmonar de células no pequefias, la alta expresion
de este gen, es un indicador de buen prondstico
(3). Por otra parte, TJP1 se ha postulado como un
posible marcador para cancer medular de tiroides,
esto debido a que la pérdida del contacto célula-
célula, es un factor sobresaliente en la trasformacion
maligna (20). En tumores metastasicos se pierde la
adhesion celular de UE, incluyendo ZO-1, de este
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modo se pueden invadir los elementos estromales
circundantes y continuar con los eventos posteriores
de la metastasis. Se ha encontrado evidencia de la
mayor permeabilidad por UE asociado a mutaciones
oncogénicas (4); las mutaciones en oncogenes RAS
de la familia de GTPasas, ya que se asocian con la
reduccion en los niveles de claudinas 1y 2 (22), no
asi para ZO-1, y esto como consecuencia influye en
la progresion de la tumorigénesis (4); una frontera
de investigacion en cancer es la estabilidad de las
UE, si se pudiera mantener la adhesion celular de
las UE, podria significar un mejor prondstico ante los
tumores en etapas avanzadas, aunque esto aplicaria
solo para tumores de origen epitelial.

Nefropatias. 7JP1 también es un candidato
en nefropatia diabética ya que ZO-1 desempefia
una funcidon importante en la barrera de filtracion
glomerular al mantener los diafragmas entre los
podocitos, lo que regula el paso de diferentes mo-
léculas como la albumina. Cuando es alterada la
arquitectura de la barrera de filtracion se produce
albuminuria. En este sentido, Lehman y cols. (24)
reportaron que la albuminuria en mexico-america-
nos se asocid con polimorfismos de TJP1 como el
rs2291166, rs2035326, rs17671556, SNP e28.3, los
cuales conducen a cambios estructurales de TIP1/
Z0-1 (24).

Enfermedades cardiovasculares. Las células
endoteliales se encuentran en la superficie interna
de los vasos sanguineos y linfaticos desempefiando
un papel importante en su formacién, asi como en
la funcion de los mismos. La proteina ZO-1 de las
UE, regula la tension sobre las uniones adheren-
tes (UA) basadas en VE-cadherinas, que realizan
la tensidon célula-célula y asi también regulan la
migracion celular, y la angiogénesis in vitro e in
vivo, ademas son esenciales en la permeabilidad
de la barrera endotelial (7). Se ha reportado que
en células endoteliales, los acidos grasos lisados
por la lipoproteina lipasa, incrementan la per-
meabilidad de ZO-1, y que la hipercolesterolemia
produce alteracion en la via de la PI3K (Fosfatidil-
inositol-3-cinasa). Recientemente se reportd que
las proteinas Z0O-1, claudina-1, occludina-1 y las
de unidén comunicante (GJP) (Cx43 Cx45 y Cx46)
juegan un papel importante en la morfogénesis
del corazén y de los vasos sanguineos. En la insu-
ficiencia cardiaca por cardiomiopatia isquémica o
dilatada, también existe una marcada disminucidn
de ZO-1 y de la conexina 43 (3, 25-26). También
se ha reportado que en ratas expuestas a una
dieta alta en grasas, un aumento significativo de
la formacion de ateromas mostraron que la pared
de la arteria estaba infiltrada con tejido adiposo,
el tejido coronario y el tejido endotelial arterial
mostraron que Cx43/45/46 y claudina-1 estaban
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Figura 4. Patologias causadas por defectos en TIP1 y sus proteinas relacionadas. Fuente: elaboracion propia.

regulados negativamente. En la arteria coronaria
las células endoteliales mostraron una mayor per-
meabilidad, con menor expresion de Cx43y ZO-1y
mas penetraciéon de monocitos CD14 en corazon y
aorta, estos hallazgos sugieren que la formacién de
ateroma podria deberse a la pérdida de las proteinas
TIP1 y GIP (3,25-26). Por ello recientemente se
ha postulado que los polimorfismos funcionales de
TJP1 podrian influenciar la permeabilidad vascular
y la respuesta al tratamiento con estatinas. Esta
uniones intercelulares también pueden ser Utiles
en el prondstico y la estimacién del riesgo cardio-
vascular en pacientes con enfermedad vascular (3,
25-26).

Enfermedades infecciosas. Dentro de las
funciones de la UE se encuentran el regular el
transporte de iones, nutrientes y patdgenos,
teniendo en cuenta esto Gltimo las UE pueden
estar asociadas a algunas patologias infecciosas,
destacan el VIH ya que interactia con las pro-
teinas especificas para éste (1); las infecciones
por virus coxsackie y adenovirus, en las cuales
mientras se mantenga normal la estructura de
las UE la infeccion podra contenerse. A nivel del
tejido adiposo es importante porque las ZO-1
pueden facilitar adhesion del adenovirus 36, un
factor que se asocia con el desarrollo de obesidad.
También en la infeccion por virus del papiloma
humano (VPH) se ha asociado la expresion de
algunas proteinas de dicho virus con la disrup-
cion de las proteinas ZO-1 ocasionando mayor

expresion del pseudovirdn del virus para infectar
las células basales y parabasales, que son en las
que inicia el ciclo de vida del VPH (3). La infeccion
por Salmonella y Vibrio cholerae en las células
epitetiales intestinales provoca la disrupcion de
Z0-1 (1,3), favoreciendo la diarrea secretora.
Por todas las implicaciones que se mencionan
anteriormente, se propone que el gen TJP1 el cual
codifica para la proteina ZO-1 de las UE, puede ser
usado como un biomarcador, lo cual es ilustrado
en la Figura 4. Puede ser a nivel de polimorfismo,
a nivel de expresion del gen, a nivel de proteina
(ZO-1), en farmacologia es una de las nuevas
fronteras en la respuesta a los antipsicoticos (26).

Conclusion

El presente trabajo nos deja ver que las UE son
importantes para la arquitectura tisular y transporte
paracelular de los nutrientes, particularmente para
Z0-1 y proteinas relacionas con ella. Cuando se
altera su estructura o expresion pueden ocurrir seis
tipos de enfermedades: Enfermedades del epitelio
respiratorio, del tracto digestivo, de los dientes,
neurodegenerativas, cardiovasculares e infecciosas,
pero es fundamental que se continle explorando
a fondo el papel que juegan el gen TJP1 y las UE
en estas enfermedades, ciertamente las evidencias
muestran que el gen TJP1 es un gen “housekee-
ping”, el cual tiene un efecto pleiotropico, que es
caracterizado por los efectos fenotipicos distintos
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y no relacionados en diferentes tejidos, por lo cual
los polimorfismos de este gen son candidatos a
biomarcadores para la practica clinica
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RESUMEN

Histéricamente el desarrollo de la biologia se ha limitado al estudio de unas pocas
especies, a las cuales conocemos como especies modelo, y cuyas particularidades
representan ventajas practicas para su mantenimiento y estudio en el laboratorio.
Sin embargo, la viabilidad actual para secuenciar el genoma y los transcriptomas
de virtualmente cualquier especie permite la inclusién de nuevos organismos como
modelo de estudio. En esta revisidn se presenta una descripcién general de las
principales plataformas de secuenciacién de transcriptomas (RNA-seq), asi como
los pasos basicos para el ensamblaje de transcriptomas cuando no se cuenta con
un genoma de referencia. Finalmente, se proveen algunos ejemplos de estudios de
transcriptoma aplicados a organismos no modelo.

ABSTRACT

The advance of biology has largely relied on the detailed study of a small number
of species collectively known as model organisms. These species were chosen as
experimental models due to their peculiarities, which represent practical advantages
for their study in laboratory conditions. However, the improvement of sequencing
technologies allows nowadays the genome and transcriptome sequencing of virtually
any organism without the need of a reference genome, and therefore, new species
can be used now to study biological processes that were previously inaccessible from
the study of classic model organisms. In this review, we present a general description
of the main sequencing technologies that can be used for transcriptome sequencing
(RNA-seq) and provide an overview of transcriptome assembly and analysis when
no reference genome is available. Finally, some examples of transcriptome analysis
applied to non-model organisms are provided.
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INTRODUCCION

El desarrollo de la biologia como ciencia experimen-
tal se ha valido del uso de distintos organismos,
los cuales, debido a diversas particularidades, se
utilizan rutinariamente como objeto de investiga-
cion. En 1929 August Krogh pronosticéd “para un
gran nimero de problemas, habra un animal de
eleccion, o unos pocos animales, a los cuales con-
venga estudiar” (1). A los organismos o especies
elegidos para su estudio detallado los conocemos
como organismos modelo. Los organismos modelo,
gue pueden ser procarioticos o eucariéticos, se es-

*Recibido: 7 de mayo de 2018

tudian de manera extensa para generar inferencias
y generalidades sobre diversos procesos bioldgicos.
Krogh sugeria que la adopcién de una especie eu-
cariotica como modelo de estudio debia obedecer
a la idoneidad de ésta para el problema a estudiar.
Mas adelante, en 1975, Hans Krebs expandio la
idea de Krogh al afiadir que los organismos modelo
deben tener un tamafio adecuado para su trabajo
en el laboratorio, asi como un arreglo anatomico
tal que facilite el trabajo experimental (2). Actual-
mente, la seleccién de organismos modelo obedece
a razones practicas para su manejo o estudio (3);
por ejemplo, las especies eucaridticas que se eligen

Aceptado: 11 de septiembre de 2018
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como modelo de estudio se pueden mantener y
propagar facilmente en el laboratorio, tienen ci-
clos generacionales cortos y alta fecundidad, son
especies diploides, lo cual facilita la obtenciéon y
el analisis de mutantes; en muchos casos tienen
genoma nuclear pequefio, y existen protocolos
establecidos para su manipulacion genética.

En el caso particular de las plantas, Arabidopsis
thaliana fue utilizada como modelo de estudio por
Friedrich Laibach desde inicios de 1900 (4), sin
embargo, su adopcién masiva como organismo
modelo sucedid hasta principios de 1980, cuando
se generalizd su uso al reconocer las ventajas de
esta especie para los estudios genéticos (4-6). El
estudio de otras especies vegetales, tales como el
arroz (Oryza sativa), el maiz (Zea mays), o la soya
(Glycine max) ha recibido atencion y financiamiento
debido a la relevancia econémica de su cultivo,
pese a que las caracteristicas gendmicas de estas
especies distan de las caracteristicas gendmicas
ideales de un organismo modelo; por ejemplo,
las especies mencionadas son recalcitrantes a la
transformacion genética; es decir, la obtencion
de plantas transgénicas de estas especies resulta
complicada.

Aungue la adopcion de organismos modelo para
la investigacion ha proporcionado informacion va-
liosa acerca de procesos celulares y moleculares
fundamentales, las preguntas que pueden ser
abordadas con organismos modelo se encuentran
inherentemente limitadas por la informacion que
puede recabarse a partir de ellos (7, 8). Las especies
modelo representan un porcentaje insignificante
entre las 11 millones de especies, aproximada-
mente, que se estima que existen en el planeta
(9). Adicionalmente, no es posible estudiar todos
los procesos bioldogicos a partir del analisis de las
especies modelo; por ejemplo, A. thaliana no es-
tablece interacciones simbidticas con hongos mico-
rrizicos (10) ni con bacterias fijadoras de nitrogeno
(11), las cuales son de relevancia agroeconomica
y biogeoquimica (12, 13). Debido a esta limitante
es necesaria la inclusion de especies no modelo en
la actividad cientifica, es decir, de especies poco
estudiadas y que no necesariamente cumplen con
todas las caracteristicas de los organismos modelo,
pero que representan sistemas adecuados para el
estudio de procesos bioldgicos inaccesibles median-
te el estudio de los organismos modelo actuales
(14,15). La adopcion de organismos no modelo es
posible, en gran medida, gracias a que los costos de
secuenciacion han disminuido considerablemente,
por lo cual es viable secuenciar el genoma vy los
transcriptomas de virtualmente cualquier organis-
mo pluricelular o de microorganismos cultivables
in vitro. Adicionalmente, el desarrollo tecnoldgico y
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Figura 1. Aumento en el numero de publicaciones
que utilizan RNA-seq y que se encuentran indizadas
por PubMed. La busqueda se realizd al restringir a
las publicaciones a estudios de expresion génica que
incluyen "RNA-seq” en el titulo o el resumen.

el aumento de poder de computo hacen factible el
analisis de transcriptomas en ordenadores persona-
les. Una muestra clara de la adopcion y relevancia
de la secuenciacion como herramienta de estudio
es el niUmero creciente de genomas secuenciados
depositados en el NCBI (16), cifra que hasta febrero
de 2018 asciende a mas de 5,000 genomas de eu-
cariontes y aproximadamente 127,000 genomas de
procariontes; asi como el nUmero de publicaciones
indizadas por PubMed sobre secuenciacién masiva
de cDNA sintetizado a partir de RNA (RNA-seq; Fig.
1). El RNA-seq es una herramienta que permite
evaluar el estado transcripcional de un organis-
mo, organo o tejido, tipicamente para comparar
distintos tratamientos, condiciones, o estadios de
desarrollo (17, 18). A diferencia de otros métodos
de transcriptdmica que se basan en la hibridacion de
un conjunto de moléculas de RNA marcadas, tales
como los microarreglos, el RNA-seq es un método
cuantitativo que no requiere del conocimiento ab
initio de las secuencias de los RNA mensajeros.
Adicionalmente, el RNA-seq permite detectar la
transcripcion de genes que se expresan a niveles
bajos, ademas de polimorfismos de una sola base e
isoformas, es decir, variantes de transcritos que se
obtienen mediante el procesamiento diferencial de
pre mensajeros provenientes del mismo gen (19).

Generalidades y conceptos basicos del RNA-seq

En general, los estudios que utilizan al RNA-seq
siguen una serie de pasos comunes (Fig. 2), los
cuales inician con la extraccion de RNA total a
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Figura 1. Diagrama de flujo de un experimento que emplea
la secuenciacion del transcriptoma mediante RNA-seq. Las
muestras se procesan para extraer el mRNA, a partir del cual
se prepararan y secuenciaran las bibliotecas de cDNA en alguna
de las plataformas de secuenciacion disponibles. Las lecturas
que se obtienen se procesan, y en el caso de las especies sin
genoma de referencia, se ensamblan de novo para reconstruir
la secuencia completa de los transcritos y estimar sus niveles
de abundancia en cada condicion. A partir de los niveles de
abundancia es posible realizar andlisis de expresion diferencial
y proceder hacia los objetivos particulares de cada estudio.

partir de las muestras bioldgicas de interés. La
extraccién se realiza mediante el método de
conveniencia para cada especie. En el caso de
las plantas, por ejemplo, el consorcio OneKP
pone a disposicion una serie de protocolos
estandarizados para una gran variedad de fa-
milias y géneros (20). Dado que en cualquier
transcriptoma el RNA ribosomal constituye
a la mayor parte del RNA total, existen dos
métodos principales de enriqguecimiento de
RNA mensajero (mRNA), estos son la seleccion
positiva de los mMRNA mediante la captura de
RNA poliadenilado (“polyA-capture”) y el enri-
quecimiento de mRNA mediante la eliminacion
de RNA ribosomal ("rRNA-depletion”) (21). En
general, la técnica mas utilizada es la selec-
cion de RNAs poliadenilados pues los mRNAs
eucarioticos, con muy pocas excepciones, son
de este tipo. Sin embargo, el enriquecimiento
de mRNA mediante la eliminaciéon de RNA ri-
bosomal es Util en procariontes, cuyos mRNAs
no se poliadenilan; y en sistemas eucarioticos
en casos muy particulares.

Una vez que el mRNA se enriquecio en la
muestra, se procede a la preparacion de biblio-
tecas (“libraries™) para secuenciacion. El mRNA
se utiliza para la sintesis de ambas cadenas
de cDNA, cuya secuencia permite deducir la
secuencia de nucleétidos del mRNA original.
Segun la plataforma de secuenciacion, las
cuales se discutiran mas adelante, se puede
secuenciar a las moléculas completas de cDNA,
o bien, se pueden fragmentar mediante mé-
todos mecanicos y realizar una seleccion de
fragmentos por tamafo, usualmente de entre
de 200-1,000 nucledtidos. La secuenciacion de
los fragmentos cortos es mucho mas barata, y
debido a ello es la técnica mas utilizada. A las
secuencias cortas que se obtienen a partir de
estos fragmentos de cDNA se les conoce como
lecturas (“reads”), las cuales se pueden generar
en los formatos de lecturas simples (“single-
end”) cuando la secuenciacion se realiza sdlo
en alguno de los extremos de cada fragmento,
o bien como lecturas apareadas (“paired-ends”)
cuando a partir del mismo fragmento se se-
cuencian los dos extremos. Ambos formatos
de lectura permiten cuantificar los niveles de
abundancia de transcritos. Sin embargo, cuan-
do no se cuenta con un genoma de referencia,
las lecturas apareadas y mas largas conducen
a un ensamblaje de novo de mejor calidad,
esto es, al traslape de lecturas en un mayor
numero de transcritos probables (“contigs”) y
de mayor tamafio. Cuando existe un genoma
de referencia, las lecturas apareadas permiten
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ademas detectar isoformas o eventos de empalme
(“splicing™) alternativo de RNAs mensajeros. Una
vez que se ensamblaron los contigs, las lecturas se
mapean sobre ellos y se cuantifican; al normalizar
el numero de lecturas mapeadas sobre cada trans-
crito con base en la longitud de cada contig y el
tamafio de la biblioteca de secuenciacion, se puede
calcular la abundancia relativa de cada transcrito
en las muestras bioldgicas que se secuenciaron.
Los analisis posteriores al ensamblaje del trans-
criptoma estaran determinados por los objetivos
particulares de cada estudio, aunque el uso mas
comun del RNA-seq es la deteccidn de expresion
diferencial entre muestras bioldgicas.
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Tecnologias de secuenciacion mas comunes

Actualmente las tres tecnologias principales
para la secuenciacién de transcriptomas son: la
secuenciacion por sintesis, la secuenciacién por
semiconduccion y la secuenciacion en tiempo real
de molécula Unica. De éstas, la secuenciacion por
sintesis, desarrollada por la compafiia Solexa y
comercializada por la compafiia Illumina, es la mas
utilizada (22). Las bibliotecas para la secuenciacion
por sintesis se preparan a partir de fragmentos de
cDNA, cada uno de los cuales se liga a secuencias
adaptadoras (Fig. 3). Los adaptadores fijan a los
fragmentos en un arreglo espaciado y ordenado

Figura 3. Secuenciacion por sintesis. La tecnologia de secuenciacion por sintesis, desarrollada por la compafiia Solexa,
gue actualmente pertenece a Illumina, utiliza nucledtidos modificados (A) que contienen una marca fluorescente
distintiva para cada base (B) y un terminador en la posicion 3’ del nucledtido. El terminador limita cada ciclo de
sintesis a la adicion de un solo nucledtido por fragmento a secuenciar (C). Después de que el nucledtido se agregé
a la cadena naciente, se capturan cuatro imagenes (D) para identificar al nucledtido que se agrego en cada cluster.
Una vez que se resuelven los nucledtidos adicionados en un ciclo de secuenciacion en cada cluster, el fluoréforo,
asi como el blogueo del sitio 3’ se escinden quimicamente y se procede a un nuevo ciclo de secuenciacion.
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sobre una superficie de secuenciacion, o chip. Cada
fragmento esta separado de otros espacialmente
y se amplifica mediante una reaccion de PCR de
modo que se generan grupos discretos (“clusters”)
de copias de la misma molécula, lo cual permite de-
tectar mas facilmente a las sefales provenientes de
cada cluster. La secuenciacion se realiza mediante
la adicion consecutiva de 3’-O-azidometil-dNTPs,
los cuales son nucleodtidos modificados que incluyen
un fluordforo especifico para cada base nitrogenada
y una modificacién quimica en la posicion 3’, de
modo que la reaccidn de sintesis se detiene con la
adicidon de cada nucleétido (23). En cada paso de
adicion de nucledtidos los fluoroforos se excitan
mediante un laser y se capturan cuatro imagenes,
cada una en la longitud de emisién de un fluoréforo
particular; asi en cada ciclo de secuenciacion se
detecta la sefial de cada cluster en sélo una de las
cuatro imagenes. De este modo se puede identi-
ficar, o resolver, al nucledtido que se incorpora en
cada cluster durante cada ciclo de secuenciacion.
Una vez que las imagenes se capturaron, tanto el
fluoréforo como el bloqueo del nucledtido modifi-
cado se remueven y se puede realizar un nuevo
ciclo de sintesis. En teoria, el nimero de ciclos de
secuenciacion puede ser ilimitado, sin embargo, la
adicion de nucledtidos, la remocion de fluoréforos
o del bloqueo no siempre es homogénea dentro de
un cluster. Como resultado, la certeza de lectura
de bases decrece de manera inversamente propor-
cional al nimero de ciclos de secuenciacion, por lo
cual los valores de calidad de las lecturas decaen
después de varios ciclos de secuenciacion. Actual-
mente se pueden obtener datos confiables hasta
de 300 ciclos de sintesis, es decir, en el formato
de lecturas apareadas se pueden secuenciar hasta
600 nucleotidos del mismo fragmento.

Las bibliotecas de secuenciacion por semiconduc-
cion también se preparan a partir de cDNA, ligado
mediante adaptadores a una esfera sobre la cual
se realizara la amplificacion clonal para generar un
cluster (Fig. 4). Sin embargo, esta tecnologia de
secuenciacion tiene como base un principio quimico
distinto al de la secuenciacion por sintesis. Durante
la sintesis de acidos nucleicos, la reaccidon de ataque
nucleofilico para la adicion de un nucleétido a la
cadena naciente libera a un protén como producto.
Este principio se aprovecha en las plataformas de
secuenciacion por semiconduccion (24), desarro-
lladas por IonTorrent, las cuales consisten en un
transistor de efecto de campo sensible a iones que
esta acoplado a un circuito integrado (25). El chip
de secuenciacion es un arreglo de micropozos que
contienen a las esferas con los clusters de cDNA;
el transistor asocia un cambio de voltaje (AV) al
cambio de pH (ApH) generado por la liberacion

de protones debido a la adiciéon de nucledtidos.
Dado que la liberacion de protones es inherente a
la reaccion de adicidn de los nucleétidos, éstos no
estan marcados con fluorescencia ni incluyen un
terminador de la reaccidén de sintesis. La secuencia
de los fragmentos se resuelve mediante la inyeccion
de cada tipo de nucledtido de forma secuencial y
al observar la presencia o ausencia de cambios de
voltaje en cada cluster. En regiones en las cuales
existen repeticiones de una sola base se puede
estimar el nimero de nucledtidos repetidos a partir
de la magnitud del cambio de voltaje, pues éste
es proporcional al nUmero de protones liberados.
Actualmente el intervalo dindmico para la deteccion
de repeticiones de una sola base es una limitante
técnica de este tipo de secuenciacion, sin embargo,
al no requerir nucledtidos modificados, los costos de
secuenciacion son mas bajos que en la plataforma
Illumina, ademas, se pueden obtener lecturas de
hasta 700 nucledtidos (26). Una ventaja adicional
de la secuenciaciéon por semiconduccion es que
dado que el sistema forma parte de un circuito
integrado, las dimensiones de los secuenciadores
pueden reducirse hasta dispositivos portatiles,
proporcionando asi la posibilidad de realizar se-
cuenciacion in situ.

Por ultimo, la secuenciacion en tiempo real
de molécula Unica o SMRT-seq, por sus siglas en
inglés (Single Molecule Real Time sequencing;
Fig.5), desarrollada por Pacific Biosciences (Pac-
Bio), es la tecnologia que permite obtener secuen-
cias mas largas, con un intervalo de tamafio entre
40 y 60,000 nucleotidos (27). A diferencia de la
secuenciacion por sintesis o por semiconduccion,
la secuenciaciéon de molécula Unica en tiempo real
no requiere generar clusters de secuenciacion. El
fragmento a secuenciar se liga a un adaptador con
estructura secundaria de tallo-asa en cada extremo
del cDNA (Fig. 5 A) con lo cual, al desnaturalizar-
se, el fragmento a secuenciar queda circularizado
convirtiéndose en una molécula de cadena sencilla.
La molécula circular es reconocida por una DNA
polimerasa que la utilizara en rondas de sintesis
consecutivas e ininterrumpidas. La DNA polimera-
sa se encuentra fija en el fondo de un nanopozo,
formalmente conocido como guia de onda de modo
cero, de 70 nm de diametro y 100 nm de altura. La
solucidn de reaccion incluye a los nucledtidos liga-
dos a un fluordforo en el extremo trifosfatado (28),
por lo cual el fluoréforo se escinde tras la formacion
del enlace fosfodiester durante la sintesis del DNA.
Los nucledtidos marcados, asi como los fluoréforos
liberados, difunden libremente en la guia de onda.
La secuencia se obtiene al excitar a los fluoréforos
desde el fondo del pozo con un laser y registrar la
emision de fluorescencia del nucledtido que se esta
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Figura 4. Secuenciacién por semiconduccién. Esta secuenciacion de la compahia IonTorrent, utiliza transistores
de campo sensible a iones en los nanopozos de secuenciacién (A). La secuenciacién ocurre mediante la inyeccion
controlada de cada nucledtido de forma secuencial a los micropozos y al registrar el cambio de voltaje (AV) asociado
al cambio de pH (ApH) debido a la liberacién de protones. Si en un pozo durante un ciclo no se agregan nucledtidos a
la cadena naciente, no se registra un AV (B), a diferencia de aquellos pozos en los cuales un nucleédtido es adicionado
(C). Cuando en un micropozo a la cadena naciente del DNA se agrega mas de un nucledtido debido a repeticiones
continuas de la misma base en la secuencia, el AV sera proporcional al nimero de nucledtidos adicionados (D).
Después de haber registrado la presencia o ausencia del AV en un ciclo, se lava a las moléculas del nucledtido que
no fueron adicionados y el ciclo puede repetirse mediante la inyeccién de un nucledtido diferente.

adicionando. Debido a las dimensiones de la guia
de onda, el volumen observacional esta restringido
a 20 zeptolitros (20x10-2* L), por lo cual la fluores-
cencia registrada corresponde al nucleétido con-
tenido en el sitio activo de la polimerasa (29). En
general, los resultados que se obtienen mediante
SMRT-seq son de buena calidad debido a que cada
fragmento se secuencia de manera continua mul-
tiples veces al estar circularizado; lo cual permite
deducir la secuencia del mRNA original a partir del
consenso que se obtiene al eliminar la secuencia
de los adaptadores y alinear a las sublecturas re-
sultantes (Fig. 5D).

Consideraciones para el diseifio experimental
de estudios que involucran al RNA-seq

Aunque las aplicaciones del RNA-seq son diver-
sas, existen consideraciones basicas que deben

tomarse en cuenta durante la planeacién de ex-
perimentos de RNA-seq para optimizar la robustez
y fiabilidad de los resultados que se derivan a
partir de ellos. El proyecto ENCyclopedia Of DNA
Elements (ENCODE, 30) recomienda incluir al
menos dos réplicas bioldgicas de cada condicion,
aunque algunos estudios sugieren que la robustez
estadistica de los resultados se alcanza con al me-
nos seis réplicas biolégicas (31). Por su parte, las
réplicas técnicas de secuenciacidén no se requieren
pues la variabilidad asociada a las plataformas de
secuenciacién es minima (32).

A diferencia del genoma, el transcriptoma es
dindmico y difiere entre una condicién y otra, o
entre distintos 6rganos. Por ello, y debido a que
la calidad del ensamblaje depende de la cantidad
y calidad de lecturas obtenidas, se recomienda
estimar la profundidad de secuenciacion segun
los objetivos de cada experimento (33). Obtener
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Figura 5. Secuenciacion de molécula tnica en tiempo real (SMRT sequencing). La tecnologia de secuenciacion SMRT
utiliza nucledtidos con marcas fluorescentes en el extremo trifosfatado y adaptadores que circularizan al fragmento
de cDNA a secuenciar (A). La secuenciacion ocurre en un nanopozo, o guia de onda de modo cero, en el fondo del
cual esta inmovilizada una DNA polimerasa. La secuencia se obtiene al excitar con laser, desde el fondo del pozo, a
los fluordforos que marcan a cada nucledtido. Debido a que la DNA polimerasa inmoviliza al nucledtido modificado
mientras éste se incorpora a la cadena naciente, el fluoréforo de este nucledtido emitira fluorescencia durante
mas tiempo que los nucledtidos que difunden libremente en la solucion (B y C). Al ser una molécula circular, el
mismo fragmento de cDNA se secuencia varias veces de forma ininterrumpida dentro del nanopozo, dado que las
secuencias de los adaptadores se conocen, son facilmente identificables y pueden ser removidas. Las sublecturas
generadas después de la remocion de adaptadores se pueden alinear para obtener una secuencia consenso, la cual
correspondera a la secuencia de cDNA derivado del mRNA original (D).

consorcio internacional que provee de 92 RNAs
sintéticos con un intervalo de tamafio de 250 a

al menos 200 millones de lecturas mapeables
permite detectar transcritos poco abundantes o

eventos raros de empalme alternativo (34).
Finalmente, una practica recomendable pero
no del todo extendida es la inclusién de estan-
dares cuantitativos (“spike-in") en las muestras
de RNA. Estos estandares son moléculas de RNA
exdgeno, de secuencia conocida, que se agregan
a las muestras en una concentracién determi-
nada durante cualquier paso experimental. El
ERCC (External RNA Control Consortium) es un

2500 nucledtidos y del 5 al 51% de contenido de
GC (35). El uso de estandares cuantitativos provee
de una manera directa para estimar las tasas de
error de lectura de bases y los sesgos de cober-
tura (36, 37). Adicionalmente, es posible contar
con controles positivos y negativos en los analisis
de expresién diferencial al agregar el spike-in en
concentraciones significativamente distintas o
iguales, respectivamente.
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Ensamblaje de novo de transcriptomas de
organismos sin genoma de referencia

Las lecturas que se obtienen mediante las platafor-
mas de secuenciacion deben ser preprocesadas para
identificar y remover a los sitios no informativos.
Estos incluyen a las secuencias adaptadoras de
la plataforma de secuenciacién, bases ambiguas
y bases no resueltas. La remocion de sitios no
informativos resultard en lecturas de diversos
tamafos, a partir de las cuales es necesario des-
cartar también a las lecturas muy cortas, pues
éstas son mas propensas a ser mapeadas en mas
de un sitio. Algunas herramientas bioinformaticas
Utiles y de acceso abierto para el preprocesamiento
de las lecturas son FastQC, Trimmomatic y FastX
(38-40). En el caso de las lecturas apareadas, es
necesario fusionar a las lecturas que provienen
del mismo fragmento cuando éstas se superponen
en sus extremos (41).

Una vez que las lecturas han sido preprocesadas,
se procede al ensamblaje del transcriptoma. Los
algoritmos mas comunes para el ensamblaje de
novo se basan en graficas de de Bruijn. Entre los
algoritmos disponibles destaca Trinity (42) como
el paquete mas utilizado debido a su flexibilidad
y el manejo eficiente de los recursos computa-
cionales. De manera general, los ensambladores
descomponen virtualmente a las lecturas de se-
cuenciacion en fragmentos pequefios, conocidos
como palabras o k-meros, los cuales se utilizan
en rondas de alineamiento para encontrar a los
k-meros que se superponen en los extremos
5" o0 3’ (Fig. 6). De esta manera, a partir de un
k-mero inicial (“seed”) elegido aleatoriamente,
se empieza el ensamblaje de los contigs y se
contindia hasta que la secuencia ya no puede ser
extendida. Cuando para alguno de los extremos
se obtienen dos posibles k-meros que pueden
ser agregados, se abre una burbuja (“bubble”)
y se continla la extensidon del contig en las dos
posibles variantes, hasta que esta burbuja se cie-
rra, o colapsa, debido a la existencia de un solo
k-mero para ambas posibilidades. Cada burbuja
duplica el nimero de variantes del contig, las
cuales pueden representar isoformas, variantes
alélicas o errores de secuenciacion que resultan en
artefactos del ensamblaje. Los tamanos de k-mero
y burbuja pueden ser ajustados a conveniencia.
Idealmente, deben realizarse varios ensamblajes
al variar éstos dos parametros hasta encontrar
al “mejor” ensamblado del transcriptoma, el cual
estara definido por la generacion de contigs de
mayor tamafo, con la mayor proporcion de lec-
turas mapeadas en pares, y con un numero bajo
de lecturas que mapean a mas de un sitio.

Rodriguez-Alonso G, Shishkova S

Anotacion del transcriptoma

Una vez que las lecturas se han fusionado en con-
tigs, es necesario asignar a cada uno de éstos una
identidad y funcion putativa. A este proceso se le
conoce como anotacion y se basa principalmen-
te en la busqueda por homologia de secuencias
caracterizadas y depositadas en bases de datos
tales como RefSeq (43). En general, la anotacion
requiere de la identificacion de los marcos abiertos
de lectura presentes en cada contig, una tarea
que puede realizarse con programas tales como
TransDecoder (44). Posteriormente, la secuencia de
aminoacidos traducida a partir del contig se utiliza
como sonda para interrogar a las bases de datos e
identificar a sus secuencias homologas. Paqueterias
como Blast2GO (45) permiten asignar un conjunto
de categorias jerarquicas, u ontologias génicas, a
partir de la homologia entre la proteina predicha
para cada contig y las secuencias depositadas en
las bases de datos. Otras herramientas disponibles
para la anotacion de secuencias son InterProScan
(46), el cual identifica firmas proteicas; Annocript
(47), el cual permite anotar probables RNAs largos
no codificantes; y KAAS (48), el cual mapea a las
secuencias proteicas en rutas metabdlicas y de
sefializacion.

Actualmente, la anotacion de las secuencias de
organismos no modelo depende de las secuencias
depositadas en bases de datos de acceso publico,
las cuales a su vez fueron anotadas a partir de or-
ganismos modelo. Esto representa una limitante,
pues en los organismos no modelo sélo se podra
anotar a aquellas secuencias que contengan a un
ortélogo putativo anotado en el genoma de alguna
especie modelo. Adicionalmente, las secuencias
de RNA que carecen de marco abierto de lectura,
tales como los RNAs largos no codificantes o los
precursores de microRNAs, seran dificiles de anotar
pues presentan tasas de evolucién mas altas y por
lo tanto mas divergencia entre especies (49-50).
De esta forma, el porcentaje de secuencias no
anotadas, asi como el nimero de secuencias con
anotaciones de baja calidad, sera proporcional a la
distancia evolutiva entre el organismo en estudio y
el organismo modelo mas cercano.

Mapeo de lecturas y evaluacion de la expresion
diferencial

Uno de los objetivos mas comunes de los experi-
mentos de RNA-seq es identificar a los transcritos
que se regulan de manera diferencial entre dos
condiciones. Existen distintas herramientas gratui-
tas que permiten mapear lecturas sobre los contigs
cuando no se cuenta con un genoma de referen-
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A) Descomposicion del fragmento en palabras (k-meros; k=7)

GTCGTTATCATTAGTAGTCATCCTTCTTCTATTCGTCCTCACCACTACTTGCTCACTCTTCTTCTTACATCAGCAGTACACAGATACAGTCCTTCTTCTATGATGAACGTAGGAGACA

GTCGTTA TAGTCAT CTATTCG CACTACT TCTTCTT CAGCAGT TACAGTC TATGATG
TCGTTAT AGTCATC TATTCGT ACTACTT CTTCTTC AGCAGTA ACAGTCC ATGATGA
CGTTATC GTCATCC ATTCGTC CTACTTG TTICTTCT GCAGTAC CAGTCCT TGATGAA
GTTATCA TCATCCTICTTCTATTCGTCC TACTTGC TCTTCTT CAGTACA AGTCCTT GATGAAC
TTATCAT CATCCTT TCGTCCT ACTTGCT CTTCTTA AGTACAC GTCCTTC ATGAACG
TATCATT ATCCTTC CGTCCTC CTTGCTC TTCTTAC GTACACA TCCTTCT TGAACGT
ATCATTA TCCTTCT GTCCTCA TTGCTCA TCTTACA TACACAG CCTTCTT GAACGTA

B) Construccion de la grafica de de Bruijn a partir de los k-meros de todos los fragmentos secuenciados

AGTCATC ATCCTTC TTCTTCT TCTATTC TTCGTCC TCCTCAC

GTCGTTATTATCAT CATTAGT

CACTACT ACTTGCT GCTCACT :

AGTCATG ATGCTTC TTCCTGT TGTATCG TCGTCCT CCTCACT

CAGTACAACACAGAAGATACAACAGTCC TCCTTCT TCTATGA

i ACTCTC TTCTTCT TCTACA ACATCAG

TGAACGT CGTAGGA GGAGACA

CAGTACA ACAAAAT AATCCTT CTTCCTA CTAGTGA

C) Gréfica de de Bruijn colapsada

//AGTCATCCTTCT rcmmcorccrcm;\
// \
GTCGTTATCATTAGT

\.-"‘“
CACTACTTGCTCACTCTTCTTCTTACATCAGY

,-/CAGTACACAGATACAGTCCTTCT TCTATGA®
\
TGAACGTAGGAGACA

AGTCATGCTTCCTGTATCGTCCTCACT,

D) Secuencias ensambladas (transcritos putativos)

\__ CAGTACAARATCCTTCCTAGTGA _ /

GTCGTTATCATTAGTAGTCATCCTTCTTCTATTCGTCCTCACCACTACTTGCTCACTCTTCTTCTTACATCAGCAGTACACAGATACAGTCCTTCTTCTATGATGAACGTAGGAGACA

GTCGTTATCATTAGTAGTCATCCTTCTTCTATTCGTC(

CACCACTACTTGCTCACTCTTCTTCTTACATCAGCAGTACAAAATI(

TTCCTAGTGATGAACGTAGGAGACA

GTCGTTATCATTAGTAGTCATGCTTCCTGTATCGTCCTCACTCACTACTTGCTCACTCTTCTTCTTACATCAGCAGTACAAAATCCTTCCTAGTGATGAACGTAGGAGACA

Figura 6. Ensamblaje de novo del transcriptoma. Las lecturas obtenidas, en este caso a partir de la plataforma
Illumina/Solexa, se descomponen virtualmente en palabras, o k-meros, de un tamafo particular definido por el
usuario y ejemplificado aqui con un tamafo k=7 (A). Estos k-meros se utilizardn para construir alineamientos que
permitan extender a la secuencia hacia los extremos 3’y 5’. Cuando existen dos k-meros que permiten extender el
mismo extremo, se abre una burbuja, la cual colapsa mediante la adicién de un k-mero comun para ambas variantes
(B). La gréafica se colapsa al fusionar las regiones sobrelapantes de los k-meros (C) y se leen las posibles variantes

ensambladas del transcrito (D).

cia, entre ellas destaca RSEM (51). Los algoritmos
para mapear lecturas sobre los contigs funcionan,
basicamente, a partir de alineamientos globales
entre las lecturas procesadas y las secuencias de
referencia. Cada algoritmo presenta sus propias
ventajas y desventajas respecto a los demas, par-

ticularmente en la calidad de los alineamientos y la
versatilidad para evaluar los costos de las diferencias
de un solo nucleétido, o mismatches, y la apertura
y extensién de gaps. Un analisis comparativo de
los distintos algoritmos para mapeo de lecturas
cortas de RNA-seq (52), provee de la informacion
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necesaria para decidir entre los diferentes algorit-
mos que existen segun los criterios que resulten
mas relevantes en cada experimento. El mapeo
de las lecturas sobre las secuencias de referencia,
en este caso los transcritos ensamblados de novo,
es el primer paso para estimar el nivel de expre-
sion de cada uno de los contigs. Esto se logra al
mapear y cuantificar, por separado, a las lecturas
gue se obtuvieron para cada condicidn y evaluar si
existen diferencias significativas entre el nUmero
de lecturas que mapean sobre cada contig en las
distintas condiciones. Existen diferentes métodos
estadisticos para la evaluacion de la expresion
diferencial, los cuales pertenecen a los algoritmos
paramétricos, cuando éste asume algun tipo de
distribucion estadistica de los datos de expresion;
o a los algoritmos no paramétricos, los cuales no
ajustan ni asumen ningun tipo de distribucion de
los datos a priori. Los algoritmos paramétricos
por lo general asumen una distribucién binomial
negativa de los datos, lo cual implica que al com-
parar dos muestras bioldgicas distintas se espera
que la mayor parte de los transcritos no muestren
diferencias significativas en su nivel de expresion.
Entre los algoritmos paramétricos mas utilizados
se encuentran edgeR y DESEQ2 (53-54). Por su
parte, NOISEQ es el algoritmo no paramétrico mas
ampliamente utilizado, el cual ademas permite
simular réplicas cuando sélo se tiene una muestra
bioldgica por condicion (55). Los umbrales en el
nivel de cambio (“fold change”) de expresion y de
valor p ("p-value”) para definir a un transcrito como
diferencialmente expresado se pueden ajustar de
acuerdo con el rigor de los analisis; en general se
recomienda ser mas estricto cuando se dispone de
pocas réplicas bioldgicas y se puede ser mas laxo
a medida que el niUmero de réplicas bioldgicas por
condicion crece. Cabe mencionar que aunque el
RNA-seq ha mostrado ser una herramienta muy Util
y precisa, cuando se disponen de pocas muestras
con pocas réplicas, es aconsejable realizar medi-
ciones del nivel de abundancia de los transcritos
por un método independiente, siendo los ensayos
de PCR en tiempo real a partir de cDNA (RT-gPCR)
el método de eleccidn.

Aplicaciones del RNA-seq

La rapida adopcion del RNA-seq como herramien-
ta para el estudio de procesos bioldgicos permea
actualmente en una gran diversidad de disciplinas.
En el area de la biologia evolutiva, por ejemplo, el
analisis del transcriptoma del tomate domesticado y
de algunas especies silvestres se utilizd para com-
parar los patrones de expresion de distintos genes
para identificar a aquellos que fueron seleccionados

Rodriguez-Alonso G, Shishkova S

artificialmente durante la domesticacion de ésta
solanacea, asi como los tipos de presidon evolutiva
que actuaron sobre esta especie durante distintas
etapas de su domesticacion y diferentes eventos
de hibridacidon con especies silvestres (56). En este
ejemplo, el mapeo de las lecturas de RNA se realiz
sobre un congénere con genoma secuenciado, es
decir, sobre el genoma de referencia de una es-
pecie perteneciente al mismo género taxondmico.
El conjunto de lecturas que no mapearon sobre el
genoma de referencia se utilizaron para realizar
un ensamblaje de novo e identificar transcritos
putativos especificos de las especies silvestres.
Por otro lado, proyectos colaborativos como el
OneKP, en el cual se secuenciaron los transcrip-
tomas de mas de 1,300 especies pertenecientes
a distintas familias de plantas, han permitido
realizar analisis de transcriptdmica comparativa
para obtener filogenias moleculares con mejor
resolucién (57, 58); dilucidar el origen evolutivo,
por ejemplo, de algunos receptores de hormonas
vegetales (59) y de las desacetilasas de histonas
(60) mediante la neofuncionalizacion de genes;
analizar la divergencia de regiones regulatorias
para la subfuncionalizacion y neofuncionalizacion
de factores transcripcionales y su importancia en
la remodelacién de redes de regulacion genética
(61), entre otros.

Adicionalmente, el RNA-seq se ha empleado
como herramienta para la exploracion de procesos
bioquimicos tales como la sintesis de metaboli-
tos secundarios, por ejemplo, de la planta del té
(Camellia sinensis; 62) o del peyote (Lophophora
williiamsii; 63); asi como la caracterizacion del
gametofito de los helechos (64), la caracterizacion
de interacciones planta-patogeno (65), o la explo-
racion de programas particulares del desarrollo,
tales como el agotamiento del meristemo apical
de la raiz en cactaceas (66).

El rapido desarrollo de las tecnologias de se-
cuenciacion, y de procesamiento de informacion
masiva, permite actualmente que el RNA-seq ofrez-
ca oportunidades diversas y atractivas en distintas
areas de la ciencia. Por ejemplo, la combinacion
del RNA-seq y de las técnicas histoldgicas permite
realizar analisis de transcriptomica espacial para
generar atlas de expresidon con resolucidon a nivel
de tejido (67). Por otro lado, la combinacion con
la técnica de separacion de células asistida por
dinamica de fluidos (FACS) permite secuenciar el
transcriptoma de un solo tipo celular o de células
Unicas (68). La adopcion de estas tecnologias per-
mea ya en el estudio de diferentes especies modelo,
y mas lentamente, en especies cuyo genoma aun
no estd secuenciado, con lo cual se ampliara el
estudio de especies no modelo y en consecuencia,



Revista de Educacién Bioquimica (REB) 37(3):75-88, 2018 RNA-seq para organismos no modelo 85

se fortalecera nuestro conocimiento de las distintas
especies, sus procesos metabolicos y moleculares.
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10 Asi se designa al mutageno que se intercala

entre dos bases nitrogenadas de un acido

HORIZONTALES nucleico ocasionando un desplazamiento del
marco de lectura.

12 Constituidos por una base nitrogenada, un

2 Son el resultado de las modificaciones en el azUcar y un acido fosférico unidos entre si por
DNA las cuales pueden ser modificaciones de uniones éster, participan en tres tipos de fun-
una forma evolutiva espontanea o bien oca- ciones celulares al formar parte de los acidos
sionadas entre otras causas, por radiaciones nucleicos, de las moléculas energéticas y de
o por la accién de xenobidticos. las coenzimaticas.

6 Mecanismo mediante el cual dos moléculas 16 Organismo que tiene genes de otro, los cuales
de DNA dan lugar a una tercera que combina se han incorporado mediante el proceso de
segmentos procedentes de las dos progenitoras. recombinacion de DNA.

7 Grupo de secuencias de DNA, células u orga- 18 Esel proceso en el que la informacién genética
nismos que son genéticamente iguales debido del DNA y su asociacion con el mRNA conducen
a que proceden de un Unico antecesor. a la sintesis de proteinas.

8 Conjunto de la informacion genética total de 19 Grupo de nucledtidos formados a partir de
un organismo, codificado en la secuencia de carbamoil fosfato y aspartato, el anillo se cierra

nucledtidos de su DNA. con la participacién de la enzima dihidroorotasa.
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Es una secuencia de DNA que codifica la es-
tructura de una proteina o un RNA.

Es la adenosina monofosfato, se sintetiza a
partir del inosinato por sustitucion de un grupo
amino por un carboxilo en el carbono 6.

Es el sitio donde se traduce la informacién
transportada por el mRNA para dar lugar a
una secuencia polipeptidica, es un organulo
formado por dos subunidades una grande y
una pequefia constituidas por rRNA y proteinas.
Molécula de RNA que traslada la informacion
genética desde el DNA nuclear a los ribosomas
donde actia como molde para designar la
secuencia de aminoacidos en una estructura
polipeptidica.

Segmento inicial de una cadena nueva de
DNA que es complementaria al molde; por
su grupo 3’hidroxilo libre se le pueden afadir
nucledtidos.

Asi se llama a la secuencia de nucleétidos
presente en un gen de célula eucariota que se
transcribe, pero que se elimina del RNA antes
de su traduccion.

VERTICALES

Es la forma en la que el DNA se duplica ya que
se conserva la mitad del material original en
cada una de las dos copias.

Estructuras nucleares constituidas por DNA y
proteinas, en el humano cada célula contiene
23 pares; en el ultimo par en las mujeres la
estructura es XX y en los varones es XY, es
en este Ultimo par de los varones en donde se
define el sexo del producto.

Secuencia de tres nucleétidos de una molécula
de tRNA que es complementaria de un triplete
de mRNA.

5

11

13

14

15

17

22

23

24

Nombre con el que se designa a la hebra del
DNA que durante la replicacion se sintetiza
en el mismo sentido que la horquilla de
replicacion.

Formada por DNA y proteinas del tipo de las
histonas en cantidades generalmente iguales
y una pequefa cantidad de RNA; mas otro
tipo de proteinas que ayudan a mantener la
estructura, y otras que regulan la expresion
de algunos genes.

Unidad de expresion genética constituida por
uno o varios genes, el promotor y las secuen-
cias implicadas en la regulacion.

Los ribosomas de tienen 3 tipos de
rRNA con los coeficientes de sedimentacién de
23, 5y 16S; la primera y 34 proteinas, mas
la segunda constituyen la subunidad de 50S;
mientras que la de 16S mas 21 proteinas for-
man la subunidad 30S, las dos subunidades
unidas dan lugar a la estructura.

Siglas del acido polinucleotidico constituido
por residuos de los acidos adenilico, guanilico,
citidilico y uridilico.

Proteinas presentes en la cromatina de las cé-
lulas eucarioticas, formadas por un porcentaje
muy alto de los aminoacidos basicos arginina y
lisina que segln sus proporciones se designan
como H1, H2A, H2B, H3 y H4.

Regidn del nucleo de las células eucaridticas
en la que se transcriben y procesan los RNA
ribosémicos.

Este tipo de mutacion es cuando se pierde uno
0 mas nucledtidos de un gen o un cromosoma.
Asi se llama al gen que muta y hace que las
células tengan una proliferacion rapida e in-
controlada, lo que ocasiona la produccion de
un cancer.

Conjunto de tres nucledtidos del mRNA que
por su participacién con una porcion del tRNA
seleccionara a un aminodacido.
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255 Campinas, SP - 13083-862 - Brasil. Correo E: jcvegag@unal.edu.co

RESUMEN

Una de las principales tareas para un estudiante de bioquimica es el aprendizaje
de los nombres, las estructuras y las abreviaturas de una y tres letras de los veinte
aminoacidos que se encuentran comunmente en las proteinas. Enseflar aminoa-
cidos se ha convertido en un verdadero desafio pedagdgico debido a que muchos
estudiantes aprenden esta tematica como un ejercicio de memorizacién y peor aun
muchos profesores la ensefian de esta manera, pero la mera repeticién no tiene
ningun sentido ni mérito académico. Este enfoque no refuerza el aprendizaje ni le
permite a los estudiantes reconocer las relaciones entre la estructura y funcién de
los aminoacidos ni su transformacion dentro de una via metabdlica. Con el objetivo
de auxiliar la ensefianza y el aprendizaje de la estructura de los veinte aminoacidos
gue se encuentran comunmente en las proteinas, fue desarrollado el aplicativo Amino
Estructura. En este articulo se muestra como obtenerlo y usarlo, asi como también
la propuesta pedagdgica para su utilizacion.

ABSTRACT

One of the main tasks for a biochemistry student is learning the names, structures,
and abbreviations of one and three letters of the twenty amino acids commonly found
in proteins. Teaching amino acids has become a real pedagogical challenge because
many students learn this subject as an exercise in memorization, and worse yet
many teachers teach it this way, but mere repetition has no meaning or academic
merit. This approach neither reinforces learning nor allows students to recognize the
relationships between the structure and function of amino acids nor their transfor-
mation within a metabolic pathway. To aid in teaching and to learn the structure of
the twenty amino acids commonly found in proteins, the Amino Structure application
was developed. This article shows how to obtain and use it, as well as the pedago-
gical proposal for its use.

PALABRAS
CLAVE:
Aminoacido,
Estructura
molecular,
Modelo
molecular,
Representacion
molecular.

KEY WORDS:
Amino acid,
Molecular
structure,
Molecular
model,
Molecular
representation.

INTRODUCCION

Por décadas los profesores de bioquimica han
explorado la manera de ayudar a los estudiantes
a desarrollar un entendimiento conceptual de las
representaciones quimicas, las representaciones
quimicas se definen como varios tipos de formulas,
estructuras y simbolos usados para representar

*Recibido: 7 de mayo de 2018

procesos quimicos y entidades conceptuales (mo-
léculas y atomos) y que pueden ser vistas como
metaforas, modelos y constructos tedricos que los
quimicos utilizan para interpretar la naturaleza y
la realidad. La principal funcion de estas represen-
taciones es la de establecer un lenguaje comun
que los cientificos usan para compartir sus des-
cubrimientos (1). Una buena forma para conocer

Aceptado: 2 de agosto de 2018
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las estructuras de las moléculas es mediante la
creacion de modelos que las representen (2). Los
quimicos han representado la informacién mole-
cular por medio de modelos moleculares, debido
a que el cerebro humano comprende mejor una
representacién grafica que datos numéricos de
distancias y angulos. La representacion molecular
mas utilizada son los diagramas de estructura en
2D, sin embargo la representacion de estructuras
en 3D (Fig. 1) aporta informacién especialmente
importante para el entendimiento de las propie-
dades quimicas y bioldgicas de las moléculas y
la relacién entre caracteristicas estructurales y
funciones moleculares (3).

Una de las principales tareas para un estudiante
de bioquimica es el aprendizaje de los nombres, las
estructuras vy las abreviaturas de una vy tres letras
de los veinte aminoacidos que se encuentran co-
munmente en las proteinas (4, 5). El conocimiento
de la estructura de los aminoacidos es esencial para
entender su comportamiento fisico (tamano, forma
y conformacién espacial) y quimico (reactividad)
debido a que en gran parte su comportamiento
esta determinado por el tipo, nUmero y uniones de
sus atomos constituyentes (6). Este conocimiento
es fundamental para abordar la funcién y trans-
formacion de los aminoacidos en el metabolismo.

Ensefiar aminoacidos se ha convertido en un
verdadero desafio pedagdgico debido a que mu-
chos estudiantes aprenden esta tematica como
un ejercicio de memorizaciéon y peor aun muchos
profesores la ensefian de esta manera, pero la mera
repeticién no tiene ninglin sentido ni mérito acadé-
mico. Los estudiantes pueden aprender de memoria
los nombres, estructuras y abreviaturas con el fin
de pasar un examen, pero es poco probable que
recuerden esta informacion después del periodo
de evaluaciones (7). Este enfoque no refuerza el
aprendizaje nile permite a los estudiantes reco-
nocer las relaciones entre la estructura y funciéon
de los aminoacidos ni su transformacién dentro de
una via metabdlica. Ademas los estudiantes van a
necesitar de este conocimiento a lo largo de sus
carreras académicas y profesionales debido a que
en casi todas las disciplinas de las ciencias de la
vida ya sea en el laboratorio o en estudios tedricos
se deben poseer conocimientos basicos sobre los
aminoacidos, también estos conocimientos son una
poderosa herramienta para comprender articulos
cientificos (8, 9).

Con el objetivo de auxiliar la ensefianza y el
aprendizaje de la estructura de los veinte ami-
noacidos que se encuentran comidnmente en las
proteinas, fue desarrollado el aplicativo Amino
Estructura.

Juan Carlos Vega Garzén

Estructuras 3D

Modelo de superficie

Modelo espacial compacto

Modelo de bolas y varillas

Modelo de varillas

Modelo de alambre

Estructura 2D

Nomenclatura

Cisteina - Cys - C :
Sistema de unay tres letras

Figura 1. Diferentes representaciones graficas del ami-
nodcido Cisteina. Cada nivel aporta mayor informacion
sobre sus propiedades quimicas y bioldgicas.

Diseiio del aplicativo: Amino estructura fue de-
sarrollado usando XCode (integrate development
environment for i0S). Las moléculas 2D fueron
obtenidas de ChemSpider database. Las moléculas
3D fueron obtenidas de Jmol (computer software
for molecular modeling chemical structures in 3-di-
mensions). Blender fue usado para la creacién de
los modelos moleculares en 3D anaglifo.

Descargando el aplicativo: Amino Estructura
se encuentra disponible de forma gratuita para
dispositivos iOS en la App Store https://itunes.
apple.com/es/app/amino-estructura/id1074336561

Instrucciones de uso: Amino Estructura esta
conformado por cinco secciones (Info, 2D, 3D. Quiz
y Créditos) para ingresar a cada seccion solo es
necesario tocar sobre el icono de cada seccién en la
parte inferior la pantalla del dispositivo mévil (Fig.
2). En la seccién informacion (info, parte A de la
figura 2) se muestra la representacion grafica de la
estructura basica de los aminoacidos, la definicidon
de aminoacido y una breve descripcion de los cuatro
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Estructura de aminoacidos
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Figura 2. Cuatro principales secciones del aplicativo Amino Estructura. A Seccidn informacién, B seccion 2D, C

seccién 3D y D seccidn Quiz.

principales modelos estructurales en 3D (estructura
de alambre - Wire Frame Model, de barras -Sticks
Model, barras y esferas -Ball and Stick Model y de
espacio lleno - Space Filling Model).

En la seccién 2D (parte B de la figura 2) se
muestran cinco representaciones graficas de cada
uno de los veinte aminoacidos cominmente pre-
sentes en las proteinas, junto con su nombre y
su abreviatura de una y tres letras; para la mejor
visualizaciéon de los diferentes tipos de dtomos que
conforman cada aminoacido se incluye el cédigo
de colores de la Unidn Internacional de Quimica
Pura y Aplicada (UIPAC). Los simbolos <y > son
utilizados para ir al aminoacido anterior o siguiente
respectivamente.

En la seccion 3D (parte C de la figura 2) se
muestran cinco representaciones graficas de cada
uno de los veinte aminoacidos comiunmente pre-
sentes en las proteinas, junto con su nombre y su
abreviatura de una y tres letras. A diferencia de
la seccidn 2D, la seccidon 3D muestra las mismas
representaciones graficas de los aminoacidos
pero en 3D anaglifo (es necesaria la utilizacion
de gafas adecuadas para visualizar este tipo de
imagenes). Los simbolos < y > son utilizados

para ir para al aminoacido anterior o siguiente
respectivamente.

La seccidon Quiz (parte D de la figura 2) co-
rresponde al médulo de evaluacion, este modulo
estd compuesto por veinte preguntas, pero solo
diez (seleccionadas aleatoriamente) deben ser
respondidas por el usuario cada vez que ingresa
a esta seccidn del aplicativo.

PROPUESTA PEDAGOGICA

Amino estructura, esta disefiado para proporcionar
a los estudiantes una herramienta de aprendizaje
innovadora usando el poder de las tecnologias mo-
viles de visualizacion en 3D. La idea es aportar la
informacion mas relevante para el aprendizaje de la
estructura y nomenclatura de los aminoacidos. La
seccidn Quiz es un juego de preguntas y respues-
ta, el aplicativo pone a disposicién diez preguntas
de un banco de veinte. El orden de las preguntas
es seleccionado aleatoriamente, de modo que no
existe ninguna secuencia légica para responderlas.
El desempefio del alumno es evaluado teniendo en
cuenta el nimero de errores y el tiempo utilizado
para responder todo el cuestionario.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

La REB es una revista dedicada a la divulgacién, difusion, discusién, analisis y presentacion
de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bioquimica y areas afines. La Revista esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes
de posgrado, licenciatura y educacion media superior. Los trabajos que se someten a eva-
luacion para su posible publicaciéon no deben de haberse presentado total o parcialmente en
otras publicaciones.

Se aceptan Gnicamente contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma
de articulos de investigacion, de revisioén, de critica, de analisis y otras comunicaciones que
tengan que ver con diversas formas de estimular el aprendizaje de la bioquimica y sirvan de
apoyo a investigadores, profesores y alumnos, tanto en aspectos de investigacion, académi-
cos y de actualizacién.

I. Los articulos se deben ajustar a los siguientes
lineamientos editoriales:

de publicacién entre paréntesis, titulo completo
del articulo y después de un punto, el nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el el Current Contents, numero del volumen y an-

cual debe de ser claro, simple, atractivo y evitar
las abreviaturas o en su caso, definirlas al inicio
del texto. En el siguiente parrafo se anotaran
los nombres completos de los autores, iniciando
por el nombre propio completo. La afiliacion de
los autores se escribira en el siguiente parrafo,
indicando departamento, institucion, ciudad,
estado y pais y la direccion de correo electronico
del autor responsable. La afiliacion de los autores
se indicard con numeros entre paréntesis. Se
proporcionara un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres.

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

en idioma espafiol y uno en inglés (Abstract) de
no mas de 350 caracteres.

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

4) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesa-

dor de textos “Word”, con una extensiéon maxima
recomendada de 15 cuartillas a doble espacio,
en “Times New Roman 12" como fuente de la
letra, sin formato de texto, tabuladores o pies
de pagina. Las figuras y tablas se presentaran
separadas del texto.

5) Referencias. Se indicaran en el texto con nime-

ros entre paréntesis de acuerdo a su orden de
aparicion. Las referencias se enlistaran al final
del trabajo y deben contener para los articulos:
apellidos e iniciales de todos los autores, afio

tecedido por dos puntos, el nUmero de la primera
y ultima paginas, de acuerdo con el siguiente
ejemplo: Martin GM, Austad SN, Johnson TE
(1996) Generic analysis of ageing: role of oxida-
tive damage and environmental stresses. Nature
Gen 113:25-34. Los articulos en libros deberan
citarse de la siguiente forma: Wood KJ (1992)
Tolerance to alloantigens. En: The Molecular Bio-
logy of Immunosuppression. Editor: Thomson A
W. John Wiley and Sons Ltd, Ann Arbor, Michigan,
USA, pp 81-104. Los libros podran incluir las
paginas totales o las consultadas y se citaran de
acuerdo con este ejemplo: Lehninger AL, Nelson
DL, Cox MM (1993) Principles of Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figuras y Tablas. Las figuras se pueden presentar

en formato “jpg” o integradas en un archivo de
“Power Point” o del mismo “Word” separadas del
texto del articulo. Las figuras pueden presen-
tarse en colores, con fondo y sombreado. Las
tablas deben de estar en “Word” sin formatos
especiales y separadas del texto del articulo.
Las figuras y las tablas se deberan numerar con
arabigos. Las leyendas y los pies de figuras se
deberan presentar en una hoja aparte. Se debera
considerar que las figuras y las tablas se reduci-
ran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja tamafio carta; las letras y nUmeros
mas pequefios no deben ser menores de dos
milimetros después de la reduccidon. En caso de
emplear figuras previamente publicadas, debera
darse el crédito correspondiente y en su caso
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obtener el permiso para su publicacion. Las fi-
guras dentro del texto deberan mencionarse con
minusculas, la palabra entera y sin paréntesis;
cuando se haga referencia a ellas debera citarse
con la abreviatura, la primera letra mayuscula
y entre paréntesis (Fig. 2). Las tablas siempre
llevaran la primera letra a mayuscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

7) Abreviaturas. Las abreviaturas seguiran las
normas de la IUPAC, aquellas especificas o poco
comunes deberan definirse entre paréntesis, la
primera vez que se utilicen.

II. Otras comunicaciones incluyen: resumenes de
articulos cientificos interesantes, relevantes o
significativos, informacion cientifica o académica
de interés general, avisos de reuniones acadé-
micas y cursos, problemas teoricos, ejercicios
practicos, juegos didacticos con orientacién
educativa, bolsa de trabajo o comentarios de ar-
ticulos publicados previamente en la REB, cartas
al editor, entre otras. Estas deberan seguir los
siguientes lineamientos:

1) El contenido debera ser desarrollado en forma
resumida y de una manera explicita.

2) Se aceptara un maximo de 10 referencias que
se citaran entre paréntesis en el texto, como se
indica en el inciso I-5. Se podran incluir figuras
o tablas, con las caracteristicas que se indican
en el inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las espe-
cificaciones de la Revista no seran aceptados de
primera instancia para su revision.

Los manuscritos seran evaluados por lo menos
por tres revisores seleccionados por el Comité
Editorial a quienes se les enviara el trabajo con los
autores en andénimo y quienes en todo momento
permaneceran anénimos para los autores y entre

ellos; los revisores opinaran sobre la relevancia
del trabajo en un lapso no mayor a un mes. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran
enviadas con anonimato entre ellos al Editor en
Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser: re-
chazado, enviado para correcciones o aceptado.
Una vez obtenida una evaluacion global, el Editor en
Jefe enviara las evaluaciones al autor responsable
para que corrija e incorporé en el manuscrito las
diferentes observaciones o en su caso, indique su
opinidn a observaciones que considere discutibles
en los dictdmenes de los revisores. El manuscrito
corregido por los autores debera ser devuelto a la
Revista, en un lapso no mayor a 30 dias naturales;
de otra forma se considerard como un manuscrito
enviado por primera vez. De ser necesario el Comité
Editorial podra enviar nuevamente el manuscrito co-
rregido a los revisores para tener una nueva ronda
de revision, todo ello continuando con el anonimato.
Una vez aceptado el trabajo, las pruebas de galera,
se enviaran al autor responsable.

Los archivos electronicos se deberdn enviar a
la Revista de Educacion Bioguimica como archivos
adjuntos (reb@bg.unam.mx), con atencion al Edi-
tor en Jefe y a partir de una direccién de correo
electrénico que serd considerada como la direc-
cion oficial para la comunicacion con los autores.
El autor responsable debera indicar plenamente
su adscripcion con teléfono, direccidon electrénica
y postal para comunicaciones posteriores. En el
texto del mensaje enviado se debera expresar la
solicitud para considerar la posible publicacién del
articulo, el titulo del mismo, los nombres completos
de los autores y su adscripcion institucional, asi
como el numero, tipo y nombre de los archivos
electronicos enviados. En el mismo texto se debe
de aclarar que el trabajo no ha sido enviado a
otra revista en su forma total o parcial, para su
evaluacion o que el mismo estd en proceso de
publicacion en otra revista o en otro tipo de pu-
blicacion. De igual manera se debe de aclarar que
no existe conflicto de intereses entre los autores
gue envian el trabajo.



