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PREFACIO

Para la docente Ruth Mélida Sanchez Mora, lider del grupo de investigacion
en Biotecnologia y Genética de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca,
es un logro presentar esta obra que recopila algunos de los principios bdsicos
de las ciencias omicas y sus tecnologias. Resulta fascinante comprender los
conceptos fundamentales de las dmicas y las diferentes tecnologias empleadas
en sus analisis. Estos conocimientos permitirdn a los lectores adquirir una
comprension mas amplia de las aplicaciones de las ciencias dmicas en areas
como la biotecnologia y disciplinas afines.

En el primer capitulo, se abordan una amplia variedad de temas fundamentales
en estas disciplinas emergentes, desde su introduccion hasta la exploracion
de conceptos clave como la genomica, la protedmica, la transcriptomica y la
metaboldmica. Se ofrece un detallado andlisis de la evolucion histérica de las
ciencias 0micas, cubriendo desde sus primeros avances hasta las eras predmica
y Omica, ademds de examinar proyectos innovadores en desarrollo. También
se profundiza en la era multidmica, en la que se resalta la importancia de la
bioinformatica y el andlisis de datos multidomicos. Finalmente, se abordan la
medicina de precision y el enfoque dmico en las enfermedades, mediante los
cuales se exploraron los origenes y avances de las ciencias dmicas.

El segundo capitulo aborda una amplia gama de herramientas y métodos
utilizados en el estudio de disciplinas relacionadas con las ciencias émicas.
Comienza con una introduccion que establece el contexto y la importancia
de estas técnicas. Luego, se detallan las técnicas en gendmica, que incluyen
diferentes generaciones de secuenciacion y microarreglos. A continuacion, se
exploran las técnicas en transcriptomica, abarcando desde enfoques basados
en hibridacion hasta métodos avanzados como ARN-seq y transcriptomica
espacial. El capitulo contintia con las técnicas utilizadas en protedmica, como
cromatografia, electroforesis y espectrometria, seguidas de las técnicas en
metaboldmica, que incluyen métodos de separacion y espectrometrias, asi como
técnicas especificas de espectroscopia. Finalmente, se presentan herramientas
relacionadas con otras ciencias 6micas, como la lipidomica, la glicomica y la
epigendmica, proporcionando una vision completa de las metodologias utilizadas
en este campo.






CAPITULO 1. CIENCIAS OMICAS

1. INTRODUCCION

A finales del siglo XIX se reconoci6 el papel esencial de los genes en la
transmision de la herencia. Sin embargo, no fue hasta el descubrimiento de
la estructura del acido desoxirribonucleico (ADN) que se abordo la herencia
desde una perspectiva molecular. El Proyecto Genoma Humano (PGH),
iniciado en 2003, y otros proyectos similares, han brindado una vision integral
de la informacion genética presente en una célula, revolucionando los estudios
biologicos. Esto ha dado lugar a la aparicion de las ciencias 6micas modernas, con
la gendmica liderando el camino, al permitir una comprension completa de los
genes en una célula. En este contexto, se presentan los proyectos que respaldan
el avance de las ciencias 6micas y la era multidmica, asi como los adelantos en
bioinformética y en andlisis multiomicos a gran escala. Estos desarrollos abren
un nuevo panorama en el presente y crean un espacio para enfrentar y aprovechar
los diversos campos de accion de las ciencias 6micas, que han tenido un impacto
significativo en la medicina de precision.

2. GENERALIDADES DE LAS CIENCIAS OMICAS

El término omicas se utilizd por primera vez en la década de 1980 para
describir el estudio, caracterizacion y cuantificacion de conjuntos de datos
masivos de moléculas individuales o interrelacionadas, que se involucran en
diferentes vias de funcionamiento de un organismo (Hoop y ROwWEN, 2013). Las
principales ciencias 6micas comprenden el estudio del genoma, del transcriptoma,
del proteoma y del metaboloma, con el objetivo de obtener informacion detallada
sobre el estado fisiologico de una célula u organismo en estudio, asi como
determinar su influencia en la estructura, funcion y dinamica de los procesos
biologicos (KARCZEWSKI y SNYDER, 2018). Ademas, permite comprender
realmente los fenotipos observados y las causas subyacentes a ellos (figura 1).
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Figura 1. Principales ciencias omicas
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Nota. El genoma de un organismo se hereda de las células progenitoras. Las ciencias
omicas, como la genomica, la transcriptomica, la protedmica y la metabolémica, se
enfocan en estudiar como estas células estan correlacionadas entre si para determinar
los diversos fenotipos.

Existen numerosos campos que emplean el sufijo omica en la actualidad. Sin
embargo, es esencial identificar principalmente cuatro areas de estudio de las
ciencias 6micas utilizadas en la investigacion basica y clinica: la genémica, la
protedmica, la transcriptomica y la metabolomica. Estas disciplinas se centran
en el andlisis a gran escala de diversas moléculas biologicas, como el ADN, el
acido ribonucleico (ARN)), los genes, las proteinas y los metabolitos (SAEz, 2022).

Ademas de estas areas principales, se han desarrollado numerosas disciplinas 6micas
especializadas que abordan la medicion de todos o algunos de los componentes bioldgicos.
Algunos ejemplos de estas disciplinas son la epigenomica, la metagenomica, la farma-
cogendmica, la glicomica y la lipodomica, entre otras (KARCZEWSKI y SNYDER, 2018).

Los avances en herramientas para el analisis molecular y bioinformatico han
permitido llevar a cabo estudios a gran escala en el campo de la biologia (PINA ef
al., 2018). Estos avances han impulsado el surgimiento de nuevas disciplinas 6micas
y el desarrollo de ciencias 6micas emergentes, que se explicaran a continuacion.

2.1. GENOMICA

El genoma se refiere al conjunto completo de material genético (ADN Y ARN)
presente en el nucleo de un organismo y los organulos celulares. Por ejemplo, el
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genoma humano estd compuesto por el ADN que se empaqueta en los 23 pares
de cromosomas que participan durante la division celular, de los cuales 22 son
cromosomas somaticos y un par sexual. Ademas, el genoma humano incluye el
ADN presente en las mitocondrias, parte de la célula que cumple la funcion de
producir energia.

Es importante destacar que cada organismo tiene su propio genoma, lo cual
significa que la informacion genética contenida en el ADN de un individuo es
especifica para él. En cuanto a la variabilidad entre especies, esta se refleja, por
ejemplo, en el nimero y organizacién de los cromosomas, que puede variar
ampliamente entre diferentes especies. Por otro lado, dentro de una misma especie,
existen variaciones genomicas entre individuos, estas variaciones contribuyen a la
diversidad en caracteristicas fisicas, susceptibilidad a enfermedades y respuestas
a tratamientos médicos. Comprender esta diversidad gendmica tanto entre como
dentro de especies es fundamental para el estudio de la variabilidad biologica
(GOsALVEZ y HORCAJADAS, 2018).

Dentro de este contexto, la gendmica es el estudio sistematico del genoma
completo de un organismo y sus funciones. Se divide en gendmica estructural y
funcional. La primera se enfoca en el estudio de la organizacion fisica y espacial
del genoma, incluyendo la secuencia de nucle6tidos, la estructura tridimensional
del ADN y la localizacion de los genes en los cromosomas. Este campo permite
entender como estan organizados los elementos genéticos y como interactuan
entre si dentro del genoma (MICHALSKA y JOACHIMIAK, 2021). Por otro lado, la
gendmica funcional se centra en asignar funciones a las secuencias gendmicas,
comprendiendo como los genes son regulados y expresados, asi como su papel en
los procesos biologicos y las enfermedades (Braicu, 2021). Ambas ramas de la
genodmica son complementarias y fundamentales para avanzar en la comprension
de la genética y su aplicacion en la medicina y otras areas de la biologia molecular.

Por esta razon el estudio del genoma humano es fundamental para comprender
la herencia genética, la variabilidad entre individuos y las bases moleculares de las
enfermedades (BROWN et al., 2022). En la tabla 1 se presentan los principales usos
de la gendmica, asi como las actividades, areas de estudio y trabajo relacionadas
con esta disciplina.



22

RUTH MELIDA SANCHEZ MORA

Tabla 1. Actividades en genomica

Descripciéon

Actividades que se
desarrollan

Area de estudio

Area de trabajo

La gendmica se
dedica al estudio y
analisis metodico
del genoma de los

Secuenciacion del
ADN.

Estudio de la estruc-
tura y organizacion
del genoma.
Analisis de variantes
genéticas.

Analisis de expresion
génica.

Gendmica compa-
rativa.

Genomica estructural
y funcional.

Gendmica de pobla-
ciones.

Epigenomica.
Metagenomica.

Secuenciacion del ge-
noma.

Analisis de variaciones
genéticas.

Anotacion y prediccion
de genes.

Estudio de la estructu-
ra y organizacion del
genoma.

organismos.
Anotacion y funcion
gendmica.
Analisis de interac-
ciones gen-gen y re-
des biologicas.

2.2. TRANSCRIPTOMICA

La transcripcion es el proceso mediante el cual una célula copia la informacion
genética contenida en una secuencia de ADN y la transcribe en una molécula
de ARN. Durante la transcripcion, la enzima ARN polimerasa sintetiza una
cadena de ARN complementaria a una hebra de ADN. Esta molécula de ARN
resultante es una copia exacta o una version transcrita de un gen especifico.
La transcripcion es el primer paso en el proceso de expresion génica, donde la
informacion genética contenida en el ADN se utiliza para producir proteinas y
ARN para realizar diversas funciones celulares. Este proceso es esencial para la
sintesis de proteinas y la regulacion de la actividad génica en los organismos vivos.

Los ARN mensajeros (ARNm) contienen la secuencia que codifica proteinas
y son procesados por los ribosomas para su traduccion. Ademas de estos ARNm,
existen ARN no codificantes (ARNnc) que tienen funciones regulatorias en
la expresion génica y la funcion proteica. Los ARN no codificantes (ARNnc)
incluyen microARN (miARN) y ARN largos no codificantes (IncARN), los
cuales desempenan funciones regulatorias esenciales en la célula. Por ejemplo,
los miARN pueden unirse a moléculas de ARNm especificas para inhibir
su traduccion o promover su degradacion, modulando la expresion de genes
asociados a procesos como el desarrollo, la diferenciacion celular y la apoptosis.
Por otro lado, los IncARN pueden interactuar con el ADN, ARN o proteinas para
influir en la estructura de la cromatina, la transcripcion génica y el empalme
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alternativo, afectando funciones celulares como la inactivacion del cromosoma
Xy la regulacion de genes por impronta genética (WANG et al., 2009).

En este contexto la transcriptémica describe el conjunto completo de
transcritos de acido ribonucleico (ARN), que incluye ARN mensajero (ARNm),
ARN ribosomico (ARNr) y ARN de transferencia (ARNt) que codifican el
genoma de un tipo especifico de célula o tejido (WANG et al., 2009). En la tabla
2 se presentan los principales usos de la transcriptomica, asi como las actividades
y areas de estudio y trabajo relacionadas con esta disciplina (WANG et al., 2009).

Tabla 2. Actividades en transcriptomica

Descripcion

Actividades que se
desarrollan

Areas de
estudio

Area de trabajo

La transcriptomica
se dedica al estudio
de la expresion gé-
nica para compren-
der la regulacion y
funcién de genes en
diferentes condicio-
nes bioldgicas.

Extraccion y secuen-
ciacion de ARN, pro-
cesamiento y analisis
de datos, validacion
de genes mediante
qPCR, analisis de
rutas metabolicas y
redes génicas, visua-

Genodmica funcio-
nal, regulacién géni-
ca, biologia celular,
bioinformatica, bio-
logia de sistemas,
genética molecular.

Laboratorio de biolo-
gia molecular, bioin-
formatica, andlisis
computacional, re-
daccion cientifica.

lizacion y comunica-
cion de resultados.

Es importante resaltar que cada tipo de célula, tejido u organismo tiene su
propio transcriptoma Unico que refleja su estado fisiologico y sus respuestas
especificas a diferentes condiciones y estimulos (KLEINO e? al., 2022). Por ejemplo,
estudiar el transcriptoma de células cancerosas ayuda a identificar genes y vias
de sefializacion involucrados en la carcinogénesis, asi como a identificar posibles
biomarcadores y terapias dirigidas contra el cancer.

2.3. PROTEOMICA

Dentro del genoma se encuentran los genes, concebidos como regiones
especificas del ADN que contienen la informacion necesaria para la sintesis del
ARN funcional y las proteinas. Estos genes son responsables de codificar las
instrucciones para la formacion y funcionamiento de los diferentes componentes
del organismo (MORAES y GOEs, 2016). Asi pues, a través de la expresion de los
genes, se producen ARN y proteinas que desempenan funciones vitales en los
procesos biologicos.

El proteoma se refiere al conjunto de todas las proteinas expresadas por el
genoma en un momento, condicién y ubicacion especificos, como una célula,



24 RUTH MELIDA SANCHEZ MORA

tejido u organismo. El estudio de los proteomas permite obtener una vision mas
completa de las funciones y procesos biologicos en los diferentes sistemas vivos
(LiLL et al., 2021). Por ejemplo, el proteoma bacteriano hace referencia al conjunto
de proteinas expresadas en una bacteria especifica. Cada especie bacteriana tiene
su propio proteoma que esta relacionado con su metabolismo, patogenicidad y
funcion biologica (FENG et al., 2015a).

En este sentido, la protedmica es un campo de estudio amplio que se enfoca en
perfiles de proteinas a gran escala. Comprende la investigacion de la composicion,
estructura y funcioén de las proteinas, asi como el estudio de su expresion,
modificaciones postraduccionales e interacciones entre diferentes proteinas y
otras moléculas (FENG et al., 2015a). Esta ciencia 6mica brinda informacion
valiosa sobre el complejo y dindamico mundo de las proteinas y su contribucion
a los procesos biologicos. En la tabla 3 se presentan los principales usos de la
protedmica, asi como las actividades, areas de estudio y trabajo relacionadas
con esta disciplina.

Tabla 3. Actividades en proteomica

Descripcion Actividades que se Area de estudio Area de trabajo
desarrollan
La proteémica Identificacion, carac- Identificacion de bio- Investigacion bio-
implicael estudio  terizacion y cuantifi- marcadores. médica.
sistematicoagran  cacion y de proteinas.  Analisis de modificacio- Farmacologia y de-
escala del pro-  Apjlisis de modifica- nes postraduccionales. sarrollo de medica-

teoma completo, i . ;
PIeto,  ciones postraduccio-  Interacciones proteina-  Mentos.
que es la suma  pgjes.

de todas las pro-

teinas presentes nes proteina-proteina izacio i i
en un organismo, p P - mas y localizacion sub-  Biotecnologia y pro-

proteina. Biologia de siste-
Analisis de interaccio-  Apalisis de subproteo-  Mas.

tejido, célula o Perfilado protedmico.  celular. duccion de proteinas

liquido biologico.  Estudio de isoformas Estudio de variantes recombinantes.
y variantes proteicas.  proteicas e isoformas. Agronomia y mejo-
Analisis de interaccio-  Andlisis de estructura 2 de cultivos.
nes proteina-ADN. y funcién de proteinas.  Medio ambiente y
Protedmica compa- biologia ambiental.
rativa.

24. METABOLOMICA

Los metabolitos son moléculas que se producen, utilizan o son transformadas
durante el proceso metabolico en un organismo. Estas sustancias pueden ser el
resultado de la descomposicion de alimentos, medicamentos, productos quimicos
o tejidos del propio cuerpo.
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Los metabolitos son componentes clave en diversas vias metabodlicas
y desempenan roles importantes en la regulacion y mantenimiento de las
funciones celulares y del organismo en su conjunto. Por ejemplo, participan
en la produccion de energia, como la glucosa en la respiracion celular; actian
en la sefializacion celular, como el AMP ciclico en rutas de sefializacion; y son
precursores en la sintesis de macromoléculas, como aminoacidos y nucle6tidos
para proteinas y &cidos nucleicos (AzAD et al., 2023). Los metabolitos son objeto
de estudio en diversos campos, incluida la medicina, la biologia molecular, y
ecologia entre otros.

La metabolémica es una ciencia dmica que se centra en el estudio integral
de los metabolitos presentes en una muestra, organismo o sistema biologicos
en un momento dado. Su objetivo principal es la identificacion y cuantificacion
de metabolitos presentes en el metaboloma, que es el conjunto completo de
metabolitos de un sistema (AzAD et al., 2023). Para llevar a cabo este estudio, en
la metaboldmica se utilizan técnicas analiticas avanzadas como la espectrometria
de masas y la resonancia magnética nuclear (RMN) (BAUERMEISTER et al., 2022).
Estas técnicas permiten caracterizar y analizar los perfiles metabdlicos, lo que
proporciona una vision detallada de los cambios metabolicos y las interacciones
en los sistemas biologicos.

La metabolomica proporciona valiosa informacion sobre la fisiologia, el
estado de salud y las respuestas de los organismos a estimulos externos (AzAD
et al., 2023). Por ejemplo, el estudio del metaboloma vegetal ayuda a comprender
los procesos metabolicos implicados en el crecimiento, desarrollo, respuesta al
estrés ambiental y produccion de compuestos beneficiosos para la alimentacion
humana y la industria (PATTI ef al., 2022). Ademas, resulta interesante estudiar
los metabolitos presentes en el suelo y su interaccion con los organismos vivos,
lo cual contribuye a comprender los procesos metabolicos en el suelo, como
la desintegracion de la materia orgénica, la disponibilidad de nutrientes y los
intercambios quimicos entre el suelo y las plantas. En la tabla 4 se presentan los
principales usos de la metabolémica, asi como las actividades y areas de estudio
y trabajo relacionadas con esta disciplina.
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Tabla 4. Actividades en metabolomica

Actividades que se

Area de estudio

Descripcion desarrollan Area de trabajo
Lametabolomica  Identificaciony cuan- ~ Metabolomica cli- Investigacion bio-
seencargadeles-  tificacion de metabo-  nica, metaboldmica  médica.

tudio sistematico
de la identifica-
cion y cuantifica-
cién de todos los
metabolitos que
S€ encuentran en
una célula, teji-
do, 6rgano o en
un organismo en
diversas condi-
ciones.

litos.

Analisis de vias meta-
bolicas.

Estudio de perfiles
metabolicos.

Identificacion de bio-
marcadores.

Integracion de datos
multidmicos.

Estudio de la respuesta

nutricional, micro-
biana, ambiental,
farmacolégica.

Metabolomica de
toxicologia, enfer-
medades metaboli-
cas, neurodegene-
rativas, cancer.

Farmacologia y de-
sarrollo de medica-
mentos.

Nutriciéon y alimen-
tacion.

Agricultura y seguri-
dad alimentaria.
Ecologia y medio
ambiente. Biotecno-
logia y bioprocesos.

metabolica. Modelado
y analisis estadistico.

2.5. OTRAS OMICAS

Ademas de las ciencias d6micas mas conocidas, existen otras disciplinas que
también desempefian un papel importante en el estudio integral de los sistemas
biologicos. Estas ciencias dmicas adicionales permiten obtener una vision mas
completa y detallada de los diferentes aspectos de la biologia y la salud.

2.5.1.  EPIGENOMICA

La epigenética investiga como los factores ambientales y los conductuales
pueden modificar la actividad génica sin alterar la secuencia del ADN, impactando
asi en el desarrollo, la salud y las enfermedades. Implica cambios heredables en
la expresion génica que no se reflejan en la secuencia de nucleotidos del ADN y
que pueden ser influenciados por elementos externos, como la dieta, el ejercicio
y el estrés (Fu et al., 2023). Este campo es fundamental en procesos biologicos
como la diferenciacion celular, la regulacion del desarrollo y la adaptacion al
entorno. Asimismo, se ha asociado con diversas afecciones médicas, como el
cancer, las enfermedades cardiovasculares y neurologicas.

La epigendémica es un campo multidisciplinario que combina la biologia
molecular, la genética, la bioinformatica y otras disciplinas relacionadas.
Sus principales actividades incluyen la identificacion y caracterizacion de
modificaciones epigenéticas, el andlisis de su influencia en la expresion génica
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y el estudio de su relacion con enfermedades y procesos biologicos (Fu et al.,
2023). En la tabla 5 se presentan de los principales usos de la epigenética, asi
como las actividades y areas de estudio y trabajo relacionadas con esta disciplina.

Tabla 5. Actividades en epigenomica

Descripcién

Actividades que se

Area de estudio

Area de trabajo

desarrollan

La epigenética se Identificacion de mo- Metilacion del ADN. Investigacion bio-
dedicaal estudio sis-  dificaciones epigenéti- Modificaciones de las médica.
tematico de los cam-  cas Caracterizacionde histonas. Medicina y salud
bI’OS' en la expresion - cambios en la estructu- Interferencia del ARN,  humana.
génica global debido ra de la cromatina. . | otn. Investigacion del de-
aprocesos epigenctl- - Angalisis de la influen- Sep;lgenenca del cin- sarrollo.
cos y no por cambios  ja de factores ambien- : ' Genbmi
enlacadenadebases tgles en la epigenética. Epigenética del enve- enomica compa-
del ADN. . ., jecimiento. rativa.

Estudio de la relacion .

. . Farmacologia y tera-
entre modificaciones e
S pia génica.

epigenéticas y enfer-

medades.

Desarrollo de técni-

cas de secuenciacion y

analisis bioinformatico.

2.5.2.  METAGENOMICA

El metagenoma se refiere al conjunto completo de material genético obtenido
directamente de una muestra ambiental, que puede contener material genético de
diversos organismos presentes en ese entorno. Esta técnica permite estudiar la
diversidad genética y funcional de una comunidad microbiana sin la necesidad
de aislar y cultivar cada organismo por separado (CABELLO-YEVES et al., 2021).
La metatranscriptomica, por otro lado, analiza el conjunto completo de ARN
mensajero transcrito en esa comunidad y proporciona informacion sobre los
genes que estan siendo expresados activamente.

El analisis del metagenoma y la metatranscriptomica son fundamentales
en campos como la microbiologia ambiental, la medicina, la agricultura y la
biotecnologia, ya que proporcionan informacion sobre la composicion genética, las
funciones metabolicas y la actividad funcional de las comunidades microbianas en
diversos habitats. Ademas, el metagenoma y la metatranscriptomica pueden revelar
la presencia de microorganismos patdgenos, la diversidad de genes relacionados
con la resistencia a antibioticos y la capacidad de producir compuestos ttiles,
entre otros aspectos importantes para la comprension y aplicacion en diversos
campos cientificos y practicos (CABELLO-YEVES et al., 2021).
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La metagendmica es un area de estudio que se enfoca en el analisis genomico
y funcional de comunidades microbianas presentes en diferentes muestras.
Las principales actividades que se desarrollan en la metagenémica incluyen
la secuenciacion de muestras ambientales, el analisis de metagenomas y la
caracterizacion de comunidades microbianas (CABELLO-YEVES et al., 2021). En
la tabla 6 se presentan de los principales usos de la metagenomica, asi como las
actividades y areas de estudio y trabajo relacionadas con esta disciplina.

Tabla 6. Actividades en metagenomica

Actividades que se Area de estudio

desarrollan Area de trabajo

Descripcion

Lametagenomica
se dedica al es-
tudio sistematico
de los genomas
de conjuntos de
organismos pre-
sentes en el suelo,
el agua, el tracto

Secuenciacidén de
muestras ambientales.

Analisis de metage-
nomas.

Caracterizacion de co-
munidades microbianas.

Identificacion de nue-

Diversidad micro-
biana.

Funcionalidad del
microbioma.

Interacciones mi-
crobianas

Biodegradacion y

Ecologia y medio
ambiente.
Investigacion en mi-
crobiologia.

Salud humana y ani-
mal.

Agricultura y ali-
mentacion.

gastrointestinal ~ VOs microorganismos.  biotecnologia.
humano, etc. Estudiodelaevolucion ~ Gendmica compa-  Descubrimiento de
y adaptacién de los  rativa. farmacos.
microorganismos.
2.5.3.  FARMACOGENOMICA

La farmacogenética es el estudio de como la variabilidad genética de un
individuo influye en su respuesta a los medicamentos. Se centra en identificar
como los genes de una persona pueden afectar la eficacia y los posibles
efectos secundarios de los tratamientos farmacoldgicos. Esta disciplina busca
personalizar los tratamientos médicos segun las caracteristicas genéticas unicas
de cada paciente, lo que puede mejorar la eficacia de los medicamentos y reducir
los riesgos de efectos adversos. La farmacogenética también ayuda a entender por
qué algunas personas responden de manera diferente a los mismos medicamentos,
lo que puede tener implicaciones importantes en la practica clinica y en la
optimizacion de la terapia farmacologica.

La farmacogendmica es un campo de estudio que investiga la influencia del
genoma completo en la respuesta de los individuos a los farmacos (ZHANG y
DoraN, 2010). A diferencia de la farmacogenética, que se centra en el analisis de
genes individuales y como sus variantes afectan la respuesta a un medicamento
especifico, la farmacogendmica considera la interaccion de multiples genes y
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variantes genéticas en conjunto, lo que permite una comprension mas amplia y
detallada de los mecanismos genéticos que influyen en la eficacia y seguridad de
los medicamentos. Las ventajas de la farmacogenomica sobre la farmacogenética
incluyen la capacidad de identificar patrones genéticos complejos que afectan
la respuesta a los medicamentos, algo no posible al estudiar genes de forma
aislada; desarrollar terapias mas efectivas y personalizadas al considerar la
influencia combinada de multiples variantes genéticas; mejorar la seguridad de
los medicamentos al predecir de manera mas precisa las reacciones adversas
basadas en el perfil genémico completo del individuo; y avanzar en la medicina
de precision al integrar datos gendmicos para optimizar el tratamiento y reducir
la variabilidad en la respuesta farmacologica (NAITHANI ef al., 2021).

En este contexto, la farmacogendmica ofrece una perspectiva mas integral que
permite abordar la complejidad de las interacciones genético-farmacologicas. En
la tabla 7 se presentan los principales usos de la farmacogenomica, asi como las
actividades y areas de estudio y trabajo relacionadas con esta disciplina.

Tabla 7. Actividades en farmacogenomica

Actividades que se Area de estudio

Descripcion

Area de trabajo

desarrollan
La farmacogeno- Estudiodelainfluencia Variabilidad genética. Investigacion farma-
mica es la rama de los genes en la res- Farmacocinética y far- céutica.
de lafgenetlcall q;e puesta a los farmacos.  macodinamia. Medicina de preci-
se enfoca en la di- ; i i - 5
versidnd sencticn Identificacion d’e.blo- Farmacogenética y far- S10n.

. g marcadores genéticos. macogendmica. Desarrollo de terapias
relacionada con las Analisis de interaccio : ersonalizadas
respuestas indivi- os sen fAmmace Farmacologia mole- P adas.
duales a los medi- g . cular. Farmacovigilancia.

camentos y el tra-
tamiento de estos.

Estudio de los mecanis-
mos moleculares de la
accion de los farmacos.
Aplicacion de la geno-
mica en el disefio de
nuevos farmacos.

Genética de las enfer-
medades.

Mejora de la eficacia
y seguridad de los
medicamentos.

Ademas de estas ciencias 06micas adicionales, existen otras que amplian
el espectro del conocimiento y proporcionan una vision mas completa de los
sistemas biologicos. Estas disciplinas permiten una comprension mas profunda
de la complejidad de la biologia y su relacion con la salud y las enfermedades.
Algunos ejemplos de estas disciplinas son la glicomica, la lipidomica, la
iondmica, la microbidmica, entre otras (FRANCESCHI et al., 2018; Singh ef al.,
2021; KumAR, 2021).
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La microbidomica es el campo de estudio que se enfoca en el andlisis integral
de los microbiomas, es decir, las comunidades de microorganismos (bacterias,
arqueas, hongos, virus y otros microbios) que habitan en un ambiente especifico,
como el cuerpo humano, el suelo o los océanos. La microbidomica no solo analiza
la composicion taxondmica de estas comunidades, sino también sus funciones,
interacciones y como afectan al entorno o al organismo huésped.

3. HISTORIA DE LAS CIENCIAS OMICAS

La historia de las ciencias 6micas ha revolucionado la comprension de los
sistemas biologicos a lo largo de los afios. Estas disciplinas emergieron en la
década de 1980 con el objetivo de explorar y analizar conjuntos masivos de datos
moleculares interrelacionados, lo cual ha abierto nuevas puertas para comprender
la complejidad de la biologia (Hoop y RoweN, 2013). En este apartado, se
abordaran los principales proyectos que desempefiaron un papel clave en el
surgimiento de las ciencias 6micas.

3.1. PRIMEROS AVANCES EN LAS CIENCIAS OMICAS

El mapeo genético consiste en el proceso de determinar la ubicacion de
los genes en los cromosomas. En los mapas genéticos iniciales, se llevd a
cabo un analisis de ligamiento, este establece que, a medida que dos genes se
encuentran cerca en un cromosoma, aumenta la probabilidad de heredarse juntos
(CLAUSSNITZER et al., 2020). De esta manera, al seguir los esquemas de herencia,
se puede establecer la posicion relativa de los genes.

En 1911, el genetista Alfred Sturtevant realizd un avance significativo
al desarrollar una técnica para mapear la ubicacion de genes especificos en
los cromosomas de la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster. Logrd
determinar las frecuencias de recombinacion y las relacion6 con la distancia
entre dos genes en el cromosoma. Observo que, a medida que aumentaba
la distancia entre dos genes, también aumentaba la probabilidad de que se
separaran durante la recombinacion (CLAUSSNITZER ef al., 2020). A través de
sus experimentos, este investigador consiguio construir el primer mapa genético
de un cromosoma en 1913.

En este mapa ubico cinco caracteristicas (rasgos) a lo largo del cromosoma
de manera lineal, basandose en la distancia relativa entre ellos. Algunos de los
rasgos incluidos en este mapa fueron el color del cuerpo, los ojos blancos, los
0jos rojos, las alas pequenas y las alas rudimentarias (figura 2).
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Figura 2. Primer mapa genético de Alfred Sturtevant
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Alfred Sturtevant

Nota. Se muestran cinco rasgos que estan dispuestos a lo largo de un cromosoma
lineal de acuerdo con la distancia relativa de cada uno. Las caracteristicas incluyen el
cuerpo amarillo (b), los ojos blancos (c), los ojos bermellon (p), las alas en miniatura
() y las alas rudimentarias (m).

El trabajo pionero de Sturtevant sent6 las bases para la construccion de mapas
genéticos mas detallados y precisos (RusHTO, 2022). Su aporte al utilizar la
recombinacion genética como una medida de distancia entre genes sigue siendo
una herramienta fundamental en los estudios de genética y en los avances de
las ciencias 6micas.

El mapeo genético juega un papel fundamental en la gendmica pues permite
comprender la ubicacién y organizacion de los genes en los cromosomas, lo
que es esencial para identificar genes relacionados con enfermedades y otras
caracteristicas especificas (CLAUSSNITZER ef al., 2020), lo que propicia un mejor
entendimiento de como los genes contribuyen a diferentes caracteristicas y la
predisposicion genética a ciertas enfermedades y trastornos hereditarios.

Existen dos enfoques principales en el campo del mapeo genético. El primero
se centra en mapas genéticos basados en el analisis de ligamiento, mientras que
el segundo aborda la asociacion entre caracteristicas fenotipicas y marcadores
genéticos por mapeo fisico. Estos enfoques son fundamentales para comprender
la herencia y la variabilidad genética en diferentes organismos.

3.1.1.  MAPAS GENETICOS BASADOS EN EL ANALISIS DE LIGAMIENTO

Este mapeo se basa en el andlisis de genealogias y en el célculo de las
frecuencias de recombinacion entre los alelos (formas alternativas del gen) de
dos loci genéticos que estan ligados y se encuentran en el mismo cromosoma.
Estas frecuencias predicen que cuanto mas juntos estan dos genes entre si en un
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cromosoma, es mas probable que se hereden de la misma manera. Las mediciones
se realizan en CentiMorgan (cM), que representan la distancia en la cual se
observa una recombinacion del 1 % durante la meiosis, lo cual equivale a la
distancia genética (CLAUSSNITZER et al., 2020). Los datos se obtienen mediante la
comparacion de los fenotipos normales y los mutantes asociados a enfermedades
genéticas especificas, asi como a través del analisis de genealogias. Idealmente,
se busca contar con la indagacion de varias generaciones y un gran niumero de
individuos para realizar un analisis mas preciso (figura 3).

Figura 3. Mapas genéticos
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Nota. Analiza los patrones de herencia en las genealogias para determinar las posiciones
relativas de los genes. La figura muestra un arbol genealdgico (mujeres y hombres sanos y
enfermos), ademas un esquema cromosomico que representa la herencia de ciertos alelos
en la familia. Se muestra una posible ubicacion en un cromosoma especifico.

3.1.2.  MAPEO FISICO

El mapeo fisico se basa en el uso de marcadores genéticos, como los
polimorfismos de nucleo6tido tnico (SNP) o microsatélites, que son regiones del
ADN que presentan variaciones entre individuos. Estos marcadores se utilizan
como puntos de referencia para determinar la posicion relativa de los genes en el
genoma (RusHTO, 2022). Existen dos herramientas utilizadas en el mapeo fisico:
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*  Mapeo fisico basado en hibridacion

Este enfoque utiliza sondas de ADN para identificar regiones especificas del
genoma. Las sondas se unen a las secuencias objetivo y se detectan mediante
técnicas de hibridacion, lo que permite identificar la ubicacion y la organizacion
de los genes (figura 4a).

*  Mapeo fisico basado en restriccion

Este utiliza enzimas de restriccion para cortar el ADN en fragmentos mas
pequenos. Tales fragmentos se separan utilizando técnicas de electroforesis y se
crean mapas fisicos utilizando la informacion de las distancias relativas entre
los fragmentos de ADN (RusHTO, 2022), como se puede ver en la figura 4b.

Figura 4. Mapas fisicos
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Nota. Se muestra un mapeo genético, se examina la estructura y posicion de
secuencias de ADN en un cromosoma. a) Muestra la identificacion de genes en células
usando técnicas como FISH. (b) Analisis con enzimas de restriccion para determinar
las posiciones relativas de los genes en el ADN y su ubicacion cromosomica.

3.2. ERA PREOMICA

Durante la era predmica, que abarca desde 1944 hasta la década de 1970, se
originaron importantes avances en el estudio molecular del genoma humano.
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En 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod y Maclyn McCarty revelaron que
el ADN era el factor transformante clave en la transmision de la informacion
genética y no las proteinas, como se pensaba anteriormente (National Human
Genome Research Institute,1944). Posteriormente, en 1952, Alfred Hershey y
Martha Chase sefialaron experimentalmente que el ADN era el material genético
responsable de la herencia en los bacteriofagos (O'FARRELL, 2008).

Uno de los hallazgos mas significativos ocurrié en 1953, cuando James
Watson y Francis Crick describieron la estructura del ADN en forma de una
doble hélice (WATsON y CRrICK, 1953; Lindahl et al., 2016). Este descubrimiento
de la estructura del ADN sent6 las bases para futuros avances en la gendémica.
Actualmente, la estructura del ADN se reconoce como un logro de Maurice
Wilkins, Rosalind Franklin, Linus Pauling, Francis Crick y James D. Watson
(DEMARIA, 2003; WATSON y CRICK, 2007).

En la década de 1970, Frederick Sanger logré secuenciar por primera vez un
fragmento de ADN utilizando la secuenciacion enzimatica de ADN (uso de una
taq polimerasa) basada en la terminacion de cadena con el uso de los dideoxi-
nucledtidos (SANGER ef al., 1977). Este logro marcé un hito concluyente en la
capacidad de estudiar y comprender la secuencia de bases del ADN, conocida
como secuenciacion de primera generacion (SANGER, 2004). El surgimiento de la
secuenciacion allano el camino para el desarrollo de tecnologias de secuenciacion
gendmica mas avanzadas en las décadas posteriores (figura 5). Algunas de estas
técnicas seran abordadas en el siguiente capitulo.

Figura 5. Era preomica
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Secuenciacion de ADN
Oswald Avery, Colin MacLeod y Maclyn McCarty

Maxan y Gilbert, Frederick Sanger

Nota. Se presentan los principales hallazgos que generaron un avance significativo
en el desarrollo de las ciencias dmicas.
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Otras técnicas moleculares importantes que surgieron en ese periodo incluyen
el trabajo con polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (FRLP),
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), los cromosomas artificiales
bacterianos (BAC), los cromosomas artificiales de levaduras (YAC) y la
electroforesis de campo pulsante (ANJUM et al., 2017), técnicas que facilitaron
la manipulacion y analisis de fragmentos de ADN, asi como la generacion de
mapas fisicos y genéticos mas detallados.

Estos avances tecnologicos y la capacidad de mapear y secuenciar los genomas
de organismos modelo de tamafio méas modesto sentaron las bases para la
secuenciacion a gran escala del genoma humano.

3.3. Era OMica

Desde 2001, los avances cientificos, tecnologicos y bioinformaticos han
fortalecido las técnicas de secuenciacion del genoma humano. Esto ha brindado
una base solida para investigaciones mas profundas sobre la genética de las
enfermedades, la variabilidad genética y la identificacion de blancos terapéuticos.
Ademas, ha impulsado avances significativos en la medicina personalizada y en
la comprension de los mecanismos moleculares de diversas enfermedades. Estos
avances, liderados por el Proyecto Genoma Humano (PGH), han dado lugar a
otros proyectos, como el Proyecto HapMap, los Mil Genomas, ENCODE, HPP,
HPRC y GENCODE, por mencionar algunos, sentando las bases para la aparicién
de las ciencias 6micas (GOSALVEZ y HORCAJADAS, 2018).

3.3.1.  ProYECTO GENOMA HUMANO

El PGH se inici6 en 1986 a partir de una propuesta presentada por el
Departamento de Energia de los Estados Unidos (DOE). Su objetivo principal
era investigar los posibles efectos de

Objetivo. El principal objetivo del PGH
fue establecer la secuencia de las bases
quimicas que componen el ADN de todo
el genoma humano, asi como identificar y

las radiaciones en el ADN y recopilar
datos sobre la proteccion del genoma
contra los efectos mutagénicos. En

1988, el Congreso de los Estados
Unidos asigné financiamiento al
DOE vy al Instituto Nacional de
Salud (NIH), que son las agencias gubernamentales encargadas de coordinar
las investigaciones y actividades técnicas relacionadas con el PGH (MORAES ef
al., 2016; BIRNEY, 2021).

En 1990, se inici6 el proyecto publico para secuenciar el genoma humano, y en
ese momento se designo a James Watson como director del NIH, institucion que

cartografiar los genes del genoma desde una
perspectiva fisica y funcional.
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posteriormente fue nombrada Oficina de Investigaciones del Genoma Humano.
Después del inicio del PGH, en 1996 se establecieron varios centros entre ellos el
Centro para la Investigacion de Enfermedades Hereditarias (CIDR, por sus siglas
en inglés) con el proposito de estudiar la genética de enfermedades complejas
(MORAES et al., 2016). Posteriormente, en 1997, se cre6 el Instituto Nacional
de Investigacion del Genoma Humano (NHGRI, por sus siglas en inglés) y la
Division de Investigacion Intramural (DIR), la cual se encarga de desarrollar
y utilizar tecnologias gendmicas para el estudio de enfermedades especificas.
Esta division forma parte del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades
Infecciosas (NIAID, por sus siglas en inglés) y ha estado liderando la investigacion
en enfermedades inmunolégicas, alérgicas e infecciosas durante mas de 65 afios
(figura 6) (BIRNEY, 2021; APELLANIZ-RUIZ et al., 2016).

Figura 6. Proyecto genoma humano

G I D Center for Inherited
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Nota. Se muestra la pagina oficial del National Human Genome Research Institute.
Principales centros de investigacion que se formaron durante el PGH. Disponible en
https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Proyecto-Genoma-Humano.

The Human Genome Project

Los procedimientos utilizados inicialmente, en las décadas de los 80 y los
90, para secuenciar el genoma humano (GH) fueron las técnicas de aislamiento
de ADN. El consorcio PGH aprovecho el uso de enzimas de restriccion, cortd el
ADN de cada cromosoma y cada fragmento lo clon6 en vectores de clonacion
BAC, colocandolos en bacterias para crear clones bacterianos estables, que
almacenaron aproximadamente 250 KB de ADN. Cada clon contenia diferentes
regiones individuales del genoma humano en un BAC (GOSALVEZ Y HORCAJADAS,
2018), estas colecciones se denominaron genotecas. Utilizando marcadores
moleculares tipo STS se crearon contig o conjuntos de clones solapantes que
cubren una region del genoma, cada uno de estos BAC fueron segmentados en
fragmentos mas pequefio y clonados en vectores tipo plasmidicos, que fueron
secuenciados y ensamblados, las secuencias permitieron reconstruir la secuencia
de un cromosoma completo (figura 7) (BIRNEY, 2021).
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Figura 7. Estrategia del consorcio PGH
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Nota. 1) El ADN gendmico se divide en trozos de aproximadamente 150 Mb y
se insertan en vectores BAC. 2) Los fragmentos de BAC se aislan y se mapean para
determinar el orden de cada fragmento clonado de 150 Mb. 3-4) Luego, cada BAC
se corta al azar en fragmentos mas pequefios, los cuales se clonan en un plasmido y
se secuencian. ) Posteriormente las secuencias resultantes se alinean, permitiendo
identificar las secuencias que se superponen entre si. 6) Finalmente, estos fragmentos
contiguos se ensamblan, lo que permite obtener la secuencia completa.

El PGH de las dos entidades publicas estuvo conformado por aproximadamente
50 bibliotecas de este tipo. La BAC RP11 es una de las fuentes de informacion
mas comunes y corresponde a un individuo afroamericano. Sin embargo, se
reporta que incluye una mayor diversidad ancestral y presenta un sesgo hacia
la ascendencia europea (MORAES et al., 2016; GOSALVEZ y HORCAJADAS, 2018).

En 1998, el bioquimico estadounidense Craig Venter, quien era investigador
en el Instituto NIH, cuestiond el funcionamiento del proyecto publico genoma,
argumentando que era costoso, lento y empleaba una tecnologia poco eficiente.
Fue en este contexto en el que su empresa, Celera Genomics, se uni6 al proyecto
y desarrolld un método mas rapido para identificar fragmentos del genoma
humano, utilizando la técnica conocida como secuenciacion al azar o Shotgun
(MORAES et al., 2016).
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La técnica consiste en fragmentar el genoma en pedazos mas pequeios, se-
cuenciarlos y luego ensamblarlos para obtener la secuencia completa. Este método
resultd en un proceso mas eficiente y aceler6 significativamente el ritmo de secuen-
ciacion del genoma humano. Craig Venter y Celera Genomics jugaron un papel
importante en el avance de la secuenciacion del genoma humano al introducir esta
técnica innovadora, que permitié una secuenciacion mas rapida y efectiva de los
fragmentos de ADN. La figura 8 ilustra la técnica de Celera Genomic.

Figura 8. Estrategia de Celera Genomic PGH
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Nota. El ADN se divide en fragmentos pequefios y se realiza la secuenciacion
completa de cada uno de ellos. Estos fragmentos se organizan en contigs, basandose
en la superposicion de las secuencias.

Finalmente, el 12 de febrero de 2001, las revistas Nature y Science anunciaron
la publicacion de la secuencia del genoma humano. Esta secuencia representd
aproximadamente el 90 por ciento de los casi tres mil millones de pares de bases
que conforman el genoma humano y se obtuvo mediante los esfuerzos combina-
dos de las entidades publicas y privadas (MORAES et al., 2016; DONG et al.,2021).

CONCLUSIONES RELEVANTES

Algunas de las conclusiones mas importantes alcanzadas a partir del PGH fueron:

* EIPGH logré la secuenciacion completa del genoma humano, identificando
los aproximadamente 20.000 a 25.000 genes que lo componen.
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* Se descubrio que el genoma humano esta estructuralmente organizado,
con regiones codificantes (exones) que generan proteinas y regiones no
codificantes (intrones) que desempefian un papel en la regulacion génica
y otras funciones.

* Se revel6 una amplia variabilidad genética entre individuos, con
millones de variantes genéticas, como SNPs, inserciones, deleciones y
duplicaciones de ADN. Esta variabilidad tiene implicaciones en la salud
y la enfermedad, y ha contribuido al avance de la medicina gendmica en
el diagnostico y tratamiento de enfermedades.

* Lasecuenciacion del genoma humano permitio la genomica comparativa,
que ha proporcionado informacion sobre la evolucion y la relacion genética
entre especies, identificando regiones conservadas y genes compartidos
entre humanos y otros organismos.

» El proyecto ha facilitado la identificacion de genes relacionados con
enfermedades genéticas hereditarias y variantes genéticas asociadas a
enfermedades comunes, lo que ha impulsado el avance de la medicina
gendmica y mejorado el diagndstico y tratamiento de enfermedades.

Si bien el PGH fue un avance significativo en la comprension del genoma
y su complejidad, también dej6 interrogantes, especialmente en relacion con el
llamado ADN basura y como se organiza y funciona la informacion genética
en el genoma humano.

3.3.2. Proyecro ENCODE

Después de la finalizacion del Proyecto Genoma Humano (PGH), se inicid
el andlisis del transcriptoma, que estudia la expresion del genoma a nivel de
transcripcion. Este analisis reveld
Objetivo. Identificar, mapear y catalogartodos los | 12 compleja red de regulacion
elementos funcionales en el genoma humanoyde | de los procesos bioldgicos y
raton. Incluye la anotacion de todos los genes que | proporciond informacion para

codifican proteinas, pseudogenes y ARN, asi como la prediccion y prevencion de
los loci trascritos no codificantes del genoma y enfermedades.

caracterizar los productos de transcripcion.
En septiembre de 2003, se

presentd el proyecto ENCODE (Consorcio Enciclopedia de Elementos de
ADN) como continuacion del PGH. El propoésito de ENCODE fue caracterizar
e identificar elementos funcionales en el genoma humano, como promotores,
potenciadores, silenciadores y ARN no codificante, presentes en las regiones
no codificantes del genoma (GERSTEIN ef al., 2007). El proyecto se centrd en
comprender la regulacion y coordinacion de los genes y otros elementos durante
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la expresion génica, asi como en identificar regiones gendmicas asociadas con
funciones biologicas especificas. El Consorcio ENCODE se encarga de producir
datos de alta calidad y llevar a cabo un analisis integral de los mismos (SIGGENS
y EKwaLL, 2014). Esta enciclopedia organiza los resultados mas destacados de
los anélisis en anotaciones y proporciona herramientas para buscar y visualizar
dichos datos (figura 9).

Durante el desarrollo del proyecto ENCODE, se aplicaron diversos métodos
para encontrar elementos funcionales en el genoma humano. La anotacion del
ADN de un genoma implica la identificacion estructural de genes, regiones
codificantes y motivos, asi como la reproduccion de funciones a estas regiones
(figura 10). Consiste en el proceso de identificar y etiquetar todas las caracteristicas
relevantes en una secuencia del genoma.

Figura 9. Proyecto ENCODE
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Nota. Pagina principal del proyecto ENCODE. Principales areas de investigacion
que se formaron durante el proyecto. Disponible en https:/www.encodeproject.org/.
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Para descubrir y anotar elementos genéticos, se emplea principalmente la
técnica de secuenciacion de ARN (RNAseq) procedente de diversas fuentes,
asi como la genémica comparativa y métodos bioinformaticos integrativos.
Por otro lado, los elementos reguladores de largo y corto alcance se analizan
a través de pruebas de hipersensibilidad del ADN, de metilacion del ADN e
inmunoprecipitacion (IP) de proteinas que interactuan con el ADN y el ARN
(S1GGENS y EkKwaALL, 2014). Estas proteinas incluyen histonas modificadas,
factores de transcripcion, reguladores de la cromatina y proteinas de union al
ARN (MOORE et al., 2020), posteriormente, se realiza la RNAseq para obtener
informacion detallada de estas interacciones (figura 10).

Figura 10. Alcanzando la estructura del genoma humano
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Nota. Seilustran las principales metodologias de ENCODE para el estudio de elementos
funcionales del genoma. DNase-seq: secuenciacion de sitios de hipersensibilidad a DNasa,
ChIP-seq: secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina, RT-PCR: reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa, RNA-seq: secuenciacion de ARN.

El Consorcio ENCODE proporciona anotaciones de elementos reguladores
en cis. Estas anotaciones son clasificadas y organizadas segun los marcadores
especificos de cada tipo celular, lo que permite un analisis mas detallado de la
regulacion génica en diferentes contextos celulares (MOORE et al., 2020; Siggens
y Ekwall, 2014). El proyecto ENCODE inicialmente se llevo a cabo en dos fases:

*  Primera fase piloto. Tuvo como objetivo analizar el ADN en las regiones
funcionales o codificadoras de proteinas, que representan aproximadamente
el 1,5 % del genoma. Se llevaron a cabo pruebas de inmunoprecipitacion
de cromatina seguida de secuenciacion, las pruebas permitieron analizar
la maquinaria y algunos factores de transcripcion. Mediante estudios



42 RUTH MELIDA SANCHEZ MORA

comparativos, se identificaron elementos evolutivamente conservados
en otras especies, 1o que permitio inferir las funciones biologicas.

* Segunda fase. Se analizo el 98,5 % restante del genoma humano. Se
realizaron estudios en diferentes lineas celulares, se cuantifico el ARN en
las células enteras y en diferentes compartimentos celulares, se mapearon
las regiones codificadoras de proteinas, se analizaron las modificaciones de
histonas y los sitios de union de los factores de transcripcion, asi como el
mapeo de los sitios de metilacion. Como resultado, se llegé a la conclusion
de que el 80,4 % del genoma es funcional en al menos una linea celular.

Las fases posteriores se han encargado de organizar e integrar la informacion
de manera que sea facilmente accesible y visualizable a través de la Enciclopedia
ENCODE, que cuenta con dos niveles de anotaciones.

En primer lugar, las anotaciones de nivel integrador combinan diversos tipos
de datos experimentales y anotaciones obtenidas en campo. Estas anotaciones
tienen como objetivo integrar informacion de diferentes fuentes y proporcionar
una vision mas completa y amplia (Gerstein et al., 2007).

El nucleo del nivel integrador de la Enciclopedia ENCODE es el registro de
candidatos a elementos de reguladores en cis (cCCRE, por sus siglas en inglés).
Este nivel se basa en datos de alta calidad obtenidos a través de técnicas como
DNase-seq y ChIP-seq. Los cCRE son sitios del genoma altamente sensibles a
ADNasas que exhiben diversas firmas epigenéticas, lo que los clasifica en tres
grupos de cCRE (SIGGENS y EKWALL, 2014; MOORE et al., 2020) (figura 11).

» Tipo promotor, que se caracterizan por la modificacion de histonas
H3K4me3.

» Tipo potenciador, que presentan modificaciones de histonas H3K27ac.

* Otros relacionados con la unién del factor de transcripcion CTCF, que
desempena un papel importante en la estructura de la cromatina y la
regulacion de la transcripcion, entre otros procesos.
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Figura 11. Nivel integrador enciclopedia ENCODE
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Nota. Utiliza datos multiples procesados por las canalizaciones de procesamiento
uniforme. ChromHMM: Modelo Oculto de Markov para la cromatina, Segway:
anotacion de segmentos genomico, HaploReg: herramienta de exploracion de haplotipos,
FunSeq: secuenciacion funcional, RegulomeDB: base de datos reguladora, CTCF: factor
de unién a CCCTC. Tomada y modificada de Moore et al. (2020).

El nivel integrador utiliza una herramienta que permite explorar y analizar los
cCRE:s, asi como su relacion con otras anotaciones en la Enciclopedia. Ademas,
se utilizan métodos semiautomatizados para asignar estados de la cromatina
basados en datos epigendmicos, en diferentes tipos celulares y tejidos. Esto
proporciona una mayor comprension de la regulacion génica y la organizacion
de la cromatina en el genoma (SIGGENS y EKWALL, 2014).

En segundo lugar, las anotaciones a nivel del suelo se generan directamente a
partir de los datos experimentales y suelen ser el resultado de procesos uniformes
de procesamiento. Estas anotaciones se obtuvieron de manera mas directa y estan
vinculadas de manera mas estrecha con los datos experimentales producidos.
Se hacen anotaciones de cromatina abierta, enriquecimiento de la marca de
histona, union al factor de transcripcion, expresion génica generacion de perfiles
de actividad del sitio de inicio de transcripcion, ocupacion de proteinas de union
al ARN, metilacion del ADN entre otras (GERSTEIN ef al., 2007) (figura 12).

Figura 12. Enciclopedia ENCODE nivel de suelo
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Nota. Anotaciones de experimentos individuales producidos por el proyecto
ENCODE. ATAC-seq: ensayo de cromatina accesible mediante transposasa y
secuenciacion, ChIP-seq: secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina, TF
ChIP-seq: secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina para factores de
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transcripcion, ChIA-PET: analisis de interacciones de cromatina mediante secuenciacion
de etiquetas de extremos emparejados, Hi-C: captura de conformacion de cromosomas
de alta resolucion. Técnica que permite mapear interacciones tridimensionales en la
estructura del ADN dentro del ntcleo celular, TADs: dominios de asociacion topologica,
RAMPAGE: anotacion y mapeo de ARN de promotores para el analisis de expresion
génica. Tomada y modificada de Moore et al. (2020).

Finalmente, la herramienta SCREEN (Search Candidate Regulatory Elements
by ENCODE) permite buscar y visualizar los cCRE dentro del Registro de
ENCODE (figura 13). Esta herramienta integra los datos de expresion génica
asociados a los cCRE, asi como la interseccion entre ellos y los SNP de
GWAS (estudio de asociacion de genoma completo). Para agilizar y facilitar la
visualizacion de las diversas anotaciones epigenéticas, se utiliza el navegador del
genoma UCSC. Esto convierte a SCREEN en una poderosa herramienta para la
investigacion en biologia (GERSTEIN et al., 2007; MOORE et al., 2020).

Figura 13. Enciclopedia ENCODE SCREEN
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Nota. Integra todos los niveles de anotaciones y datos brutos y permite a los usuarios
visualizarlos en el navegador de genomas ESCREEN de la UCSC. FASTQ: Formato
FASTQ, BAM: Archivo de Mapeo Binario. Tomada y modificada de Moore (2020).

CONCLUSIONES RELEVANTES

En conclusion, el consorcio ENCODE que lleva cuatro fases, proporciona
anotaciones de elementos cisreguladores candidatos en su registro, basandose
en datos de alta calidad obtenidos de diferentes técnicas. Estas anotaciones son
clasificadas y organizadas segun los marcadores especificos de cada tipo celular,
lo que permite un analisis mas detallado de la regulacion génica en diferentes
contextos celulares de humano y raton. Las conclusiones mas relevantes son:
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* Anotacion de elementos funcionales que desempefian un papel clave en
la regulacion de la expresion génica. Se ha llevado a cabo una extensa
anotacion de elementos funcionales, incluyendo promotores, enhancers,
sitios de unidon de factores de transcripcion, elementos reguladores y
regiones de cromatina abierta.

* Elproyecto ha proporcionado una vision detallada de como los elementos
funcionales interactian entre si'y con los genes para regular la expresion
génica. Se ha descubierto que muchos elementos reguladores pueden
estar lejos de los genes que regulan, y que la interaccion tridimensional
del genoma juega un papel importante en la regulacion génica.

* El proyecto ENCODE ha demostrado que la regulacion génica varia sig-
nificativamente entre individuos y células. Se han identificado variantes
genéticas asociadas con diferencias en la regulacion génica y se ha demos-
trado que las diferencias en la expresion génica pueden tener implicaciones
en la susceptibilidad a enfermedades y en las caracteristicas fenotipicas.

» El proyecto ha proporcionado informacion valiosa para la anotacion de
variantes genéticas identificadas en GWAS. Esto ha ayudado a comprender
mejor como las variantes genéticas pueden afectar la funcion de los
elementos reguladores y contribuir a la predisposicion a enfermedades.

3.3.3.  Provecto GENCODE (GENoMmE CODING)

Obictivo. P : - El proyecto GENCODE tiene como
Jetivo. Proporcionar una anotacion ex- | - yetiv generar un catalogo de regiones
haustiva y precisa de los genes codificantes

para proteinas y otros elementos funcio- C(_)dlﬁcantes de proteinas, ARN no co-
nales en el genoma humano y de raton. Se dificantes y pseudogenes en el genoma
centra en la identificacion y clasificacionde | humano (PEr ef al.,2012). Forma parte
genes, asi como en la caracterizacionde sus | del proyecto ENCODE vy contribuye a
isoformas y variantes de empalme alternati- | omprender la estructura y funcion del
vo. Ademas de los genes codificantes para el do el ¢ 1

proteinas, GENCODE también anota ARN genoma, incluyendo elementos regu. a-
no codificantes y pseudogenes. dores que controlan la actividad génica

en diferentes circunstancias.

Se enfoca en la regulacion y coordinacion de genes y elementos en la expresion
génica, asi como en la identificacion de regiones gendmicas asociadas con
funciones biologicas especificas. En la fase actual, se busca mejorar la cobertura'y
precision de los conjuntos de genes humanos y de raton en GENCODE, mediante
la anotacion de caracteristicas genéticas basadas en evidencia, como variantes
de empalmes alternativos (DERRIEN ef al., 2012).
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El proyecto GENCODE buscé proporcionar una anotaciéon detallada de
los elementos funcionales en el genoma humano. Esto se logré mediante la
recopilacion de datos de diversas fuentes, incluyendo secuencias de ADN
y datos de expresion génica. Expertos en gendmica de diferentes partes del
mundo entre ellos IMIM (Instituto de Investigaciones Médicas del Hospital del
Mar en Barcelona, Espafia) y Ginebra, llevaron a cabo una anotacion manual,
identificando genes codificantes para proteinas, ARN no codificantes, pseudogenes
y otros elementos funcionales. Ademas, se utilizo anotacion automatizada con
herramientas computacionales (ver figura 14). Los datos anotados se integraron
y se utilizaron rigurosos controles de calidad para asegurar la precision de la
anotacion. El resultado fue un catalogo completo de elementos funcionales en el

genoma humano, que sirve como referencia valiosa investigaciones genomicas
(HARROW et al., 2012; PE1 et al., 2012).

Figura 14. La canalizacion GENCODE
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Nota. Se muestra el flujo de datos entre los tres grupos involucrados en el consorcio
GENCODE (IMIM y Ginebra) para producir una anotacion verificada experimentalmente
de la region ENCODE. Elaborada con elementos de GENCODE (2025).

El proyecto GENCODE ha permitido identificar los exones, intrones, sitios
de inicio y finalizacion de la transcripcion, y las diferentes isoformas génicas
generadas por un mismo gen. Ademads, se descubri6 que una gran proporcion del
genoma humano se transcribe en ARN, pero no codifica proteinas. Estos ARN no
codificantes desempefian funciones importantes en la regulacion génica y otros pro-
cesos biologicos. El proyecto también revel6 una gran variabilidad en la estructura
génica entre individuos, incluyendo variantes genéticas que afectan a los limites
de los genes y la estructura de los ARN mensajeros, lo que tiene implicaciones
en la expresion génica y en la susceptibilidad a enfermedades (PEr et al., 2012).
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El proyecto GENCODE estim6 que aproximadamente el 2,94 % de todo el
genoma es codificante para proteinas, lo que destaca la importancia de estas
secuencias en la funcion biologica. Ademas, se descubrio que el 80,4 % de las
secuencias del genoma tienen un papel en la regulacion de los genes, lo que
resalta la complejidad de los mecanismos de control génico. Por otro lado, se
mapearon los pseudogenes, duplicados de genes que parecen estar inactivos a nivel
transcripcional, encontrandose dispersos en todo el genoma, lo que sugiere su
posible papel en la evolucion y la diversidad genética, aunque no estan activamente
transcritos (HARROW et al., 2012; PEr1 et al., 2012).

CONCLUSIONES RELEVANTES

El proyecto GENCODE ha proporcionado una serie de conclusiones que han
contribuido significativamente a nuestra comprension del genoma humano y su
complejidad. Algunas de las conclusiones mas destacadas incluyen.

*  GENCODE ha sido fundamental para la identificacion de nuevos genes
en el genoma humano y otros genomas modelados.

» Elproyecto ha permitido la caracterizacion detallada de los transcriptomas,
es decir, el conjunto de ARN transcritos a partir de los genes. Esto ha
revelado la existencia de multiples variantes de transcripcion para muchos
genes, lo que sugiere una mayor complejidad en la regulacion génica.

* GENCODE ha contribuido significativamente a la anotacion de elementos
reguladores en el genoma, como promotores, potenciadores y sitios de
union de factores de transcripcion. Estos elementos desempefian un papel
crucial en la regulacion precisa de la expresion génica.

* Elproyecto ha destacado la presencia y relevancia de ARN no codificantes,
que no se traducen en proteinas, pero pueden desempenar funciones
regulatorias y estructurales importantes en la célula.

*  GENCODE ha trabajado en estrecha colaboracion con otros proyectos
y bases de datos gendmicas para integrar y compartir datos de manera
eficiente. Esto ha promovido la colaboracion y el avance de la investigacion
en gendmica.

Con el avance en estos proyectos han surgido proyectos especificos
destinados a comprender las variaciones genéticas entre diferentes individuos
y poblaciones. Uno de estos proyectos fue el HapMap, y en 2008 se inici6 el
Proyecto 1000 Genomas.
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3.3.4. Proyecto HapMAP

Objetivo. Identificar y clasificar las similitudes El proyecto internacio-
y diferencias genéticas entre los individuos | nal HapMap (Mapa de Ha-

representativos de cuatro poblaciones humanas | plotipos Humanos) fue una

principales. Ademas, buscé analizar todos los SNP | ..ioviva oolaborativa que

conocidos que presentaron una frecuencia deseada - . . ,
involucrd a varios paises,

de, por lo menos, el 5 % en cada muestra. . .
como el Reino Unido, Ca-

nada, Japon, China, Estados Unidos y Nigeria. Realizado entre 2002 y 2009, su
objetivo principal fue identificar y mapear la variacion genética en el genoma
humano (GABRIEL ef al., 2002).

Este proyecto desempefi6 un papel fundamental en el descubrimiento y analisis
de millones de polimorfismos de nucleotido simple (SNP) en el genoma humano.
Los SNP son variaciones genéticas comunes en las cuales un solo nucleotido
difiere entre los individuos (ver figura 15). Estos SNP han demostrado ser
marcadores valiosos para estudios de asociacion, ya que permiten identificar genes
implicados en enfermedades genéticas comunes y complejas, como el cancer,
la hipertension y la diabetes, que tienen un componente genético y ambiental.

El descubrimiento de los bloques haplotipicos, que se caracterizan por tener
una baja tasa de recombinacion y estan separados por segmentos con una alta tasa
de recombinacion, ha sido un adelanto significativo en el area de la gendémica.
Esto ha permitido la identificacion de los llamados SNP etiqueta (Tag SNP).
Gracias a este descubrimiento, se ha logrado reducir el nimero inicial de millones
de SNP a una cantidad més manejable, lo que facilita y optimiza el estudio de
los polimorfismos genéticos (International HapMap Consortium, 2005). Esta
estrategia ha demostrado ser mas accesible y efectiva para analizar y comprender
la diversidad genética (figura 15).
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Figura 15. SNP, Haplotipos y Tags SNP
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Cromosoma 3: TCGATGGCA......... TACGGGGCC....... CGTCAACCG.....
Cromosoma 4: TCGACGGCA......... TACGGGGCC....... CGTCGACCG....
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Nota. Un SNP es una variacion en la cadena de ADN que afecta a una sola base.
Un haplotipo es un conjunto de variaciones de ADN a lo largo de un cromosoma que
se heredaran juntas debido a su proximidad y la falta de recombinacion entre ellas. Tag
SNP, son variaciones derivadas de los haplotipos.

El primer polimorfismo fue descrito por Whyman y White en 1980. Este
polimorfismo en particular era bialélico, lo que implica que los individuos pueden
tener las variantes AA, AT o TT en ese locus especifico. Desde entonces, con
los avances en el PGH y otros estudios genéticos, se han logrado identificar y
catalogar millones de SNP en el genoma humano. Estos datos estan disponibles
en diversas bases de datos publicas y privadas, lo que ha permitido un acceso
amplio y la utilizacion de esta informacion para la investigacion y los estudios
genéticos en la poblacion.

La presencia de SNP en el genoma humano, que ocurre aproximadamente
cada 300 pares de bases, ha sido aprovechada para identificar genes implicados en
diversas enfermedades. Se realizan estudios de asociacion en los que se comparan
las secuencias de ADN de individuos afectados por una enfermedad especifica
con las de individuos sanos (controles). Estos estudios buscan identificar SNP que
frecuentemente estan presentes en los pacientes con la enfermedad en cuestion.
Por ejemplo, al analizar el ADN de personas con y sin artritis, se puede detectar
un SNP que se encuentra con mayor frecuencia en los pacientes con artritis. Esto
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proporciona pistas importantes para la localizacion de un gen especifico que
puede estar involucrado en el desarrollo o la susceptibilidad a la artritis.

El proyecto busco crear un catalogo de variantes genéticas comunes y simples,
y examinar su distribucion en las distintas poblaciones. Ademas, se investigaron
los bloques haplotipicos y los Tags SNP que definen la variacion en la poblacion,
con el objetivo de identificar los genes implicados en enfermedades complejas
y comprender las respuestas individuales a los farmacos (TOURDOT et al., 2021,
INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM, 2005).

Se realiz6 un andlisis en un total de 269 muestras que representaban tres grupos
poblacionales distintos africanos (yorubas de Ibadéan, Nigeria), asiaticos del este
(Japoneses de Tokio y chinos Han de Pekin) y europeos (residentes de Utah con
ascendencia del norte y oeste de Europa). El proyecto HapMap se llevo a cabo
en dos fases principales (International HapMap Consortium, 2005).

» Fase L. En esta etapa, se procedid a genotipar al menos un SNP comun,
con una frecuencia esperada de aproximadamente 0,05 o superior, cada
5 Kb del genoma en las 269 muestras. Esto implic6 el analisis de mas
de un milléon de SNP en cada muestra. Se seleccionaron 10 regiones
de 500 Kb cada una, basadas en el proyecto ENCODE. Estas regiones
fueron secuenciadas en 48 individuos y todos los SNP descubiertos en
el analisis, asi como aquellos ya existentes en la base de datos publicos
de SNP (dbSNP). El proyecto HapMap permitio confirmar la existencia
de puntos calientes de recombinacion junto con segmentos largos que
mostraron un fuerte desequilibrio de ligamiento y diversidad haplotipica
(International HapMap Consortium, 2005).

* FaseIl. En esta segunda fase del proyecto, se analizaron adicionalmente
4,6 millones de SNP en cada muestra analizada en el proyecto HapMap.
Esta etapa ampli6 significativamente el nimero de SNP investigados
y proporciond una vision mas detallada de la genética presente en las
poblaciones estudiadas (International HapMap Consortium, 2005).

Muchos investigadores de diversos paises se han unido al proyecto HapMap
con un enfoque inicial en la teoria, los SNP y la asociacion, sin tener en cuenta
el mapeo completo del genoma. Estos estudios revelaron que, a pesar de contar
con muestras pequefias, el HapMap proporciona mapas mayormente confiables
de haplotipos y desequilibrio de ligamiento (LD), lo cual ayuda a interpretar
las diferencias entre poblaciones y mejorar el mapeo de asociaciones genéticas
(TourpoOT et al., 2021).

Las muestras de HapMap han sido ampliamente empleadas en investigaciones
relacionadas con la farmacogendmica y otras areas de estudio. Por ejemplo, se
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ha utilizado la secuenciacion del genoma completo de muestras de HapMap para
identificar regiones genéticas asociadas con la respuesta a la quimioterapia y la
citotoxicidad (TOURDOT ef al., 2021). El objetivo de estos estudios es descubrir
marcadores genéticos que puedan aplicarse en la evaluacion clinica y en la
personalizacion de tratamientos médicos.

CONCLUSIONES RELEVANTES

Algunas de las conclusiones relevantes alcanzadas a partir de este proyecto
incluyen.

El proyecto HapMap permitio identificar haplotipos, que son secuencias
de variantes genéticas cercanas que tienden a transmitirse juntas. Estos
haplotipos pueden utilizarse para inferir informacién sobre variantes
genéticas no secuenciadas y ayudan a comprender la estructura genética
de diferentes poblaciones. Ademas, el proyecto demostro que la variacion
genética no se distribuye de manera uniforme en el genoma, sino que
tiende a agruparse en regiones conocidas como bloques de desequilibrio
de ligamiento (/inkage disequilibrium blocks).

El proyecto identificé millones de polimorfismos de nucleétido tinico
(SNP) en el genoma humano. Estos SNP son variantes genéticas comunes
que incorporan la mayoria de la variacién genética en la poblacion humana.
El mapeo de SNP en el proyecto HapMap ha sido de gran ventaja para
identificar genes asociados con enfermedades, asi como para estudiar la
relacion entre la variacion genética y rasgos complejos.

El proyecto ayudo6 a definir y caracterizar la estructura genética de
diferentes poblaciones humanas alrededor del mundo. Se identificaron
diferencias genéticas significativas entre poblaciones y se demostr6 que
las poblaciones humanas no son homogéneas desde el punto de vista
genético. Esta informacion ha sido crucial para el estudio de las bases
genéticas de enfermedades y para comprender las migraciones humanas
y la historia evolutiva.

El proyecto proporcion6 datos valiosos para la identificacion de variantes
genéticas asociadas con enfermedades comunes, como enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer y enfermedades neuroldgicas. Ade-
mas, el conocimiento obtenido a través del proyecto HapMap ha sido
fundamental para el campo de la farmacogendémica, que busca entender
como las variaciones genéticas influyen en la respuesta de los individuos
a los medicamentos.
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* Gracias al uso de haploview, se pueden disefiar adecuadamente los
estudios y seleccionar los SNP (Tag SNP) que definen el bloque. Esta
informacion es esencial para identificar SNP causales de enfermedades con
componentes genéticos. Lo que permite mejorar y actualizar la eleccion
de estos SNP, en base a una comprension mas completa y actualizada de
la estructura de los bloques haplotipicos.

3.3.5.  Proyecto DE Los 1.000 GENOMAS

El proyecto 1.000 Genomas fue una
Objetivo. Secuenciar el genoma completo | colaboracion internacional que tuvo
de al menos mil individuos de diversas | como objetivo crear un mapa detallado
poblaciones alrededor del mundo, con | 4o o iacion genética en la poblacion

el fin de obtener una comprension mas h El f iad
completa de la diversidad genética umana. £l proyecto fue anunciado en

humana y su relevancia para la salud y 2008 y se completd en 2015.

la enfermedad. Esto incluy¢ el estudio de Sin embareo. a pesar de la cobertura
variaciones genéticas comunes y raras, £0,ap

asi como mutaciones genéticas asociadas de datos relativamente alta proporcio-
con enfermedades genéticas hereditarias | nada por HapMap, el proyecto 1.000
y cancer. Genomas generara un mapa mas deta-

llado de la variacion genética humana.

Esto permitira un analisis mas profundo de cémo la variacion genética con-
tribuye a la respuesta a los medicamentos y otros rasgos complejos, como la
expresion génica (ZHANG y DoLAN, 2010). Los estudios futuros que utilicen este
nuevo recurso de datos podran mejorar significativamente nuestra comprension
de las bases genéticas de la respuesta a los medicamentos, lo que a su vez ayu-
dara a avanzar en el campo de la medicina personalizada y en el desarrollo de
nuevas terapias.

Para seleccionar a los individuos participantes en el proyecto, se tuvieron en
cuenta factores como la diversidad étnica, la disponibilidad de muestras de ADN
de alta calidad y la representatividad de diferentes poblaciones en todo el mundo.
Se obtuvieron muestras de sangre, saliva u otros tejidos de miles de individuos
voluntarios, a los cuales se les extrajo el ADN para su secuenciacion. Asi mismo,
una de las fuentes de muestras utilizadas en este proyecto son las muestras de
International HapMap, que consisten en lineas de células linfoblastoides derivadas
de individuos pertenecientes a diferentes poblaciones mundiales (ZHANG y
DoLAN, 2010; BYrskA-BiIsHOP ef al., 2022).

Se utilizaron tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion (NGS,
por sus siglas en inglés) (ver seccion Capitulo 2, seccion 2.2). Estas técnicas
han permitido secuenciar grandes cantidades de ADN de manera mas rapida y
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a un costo mas bajo que los métodos anteriores. Ademas, permitieron obtener
informacion detallada sobre la secuencia del ADN de cada individuo (figura 16).
(BYRSKA-BISHOP et al., 2022).

Después de la secuenciacion, se utilizo software especializado para identificar
variantes genéticas en las secuencias de ADN de los individuos. Esto incluy6
la identificacion de polimorfismos de nucle6tido tinico (SNP), inserciones y
deleciones de ADN, y otras variaciones genéticas. Estas variantes se compararon
con las secuencias de referencia del genoma humano para determinar las
diferencias y los patrones de variacion genética.

Figura 16. Proyecto 1.000 Genomas

I Proyecto de los mil genomas I

| Fase 1. Piloto (2008-2010)

Africanos Europeos Este Asia Sur de Asia Americanos
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NGS -llumina
Fase 1 (2010-2012)

Descubrimiento de
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nucleétidos Inserciones, Inversiones, Hap 1
Inserciones Complejas variaciones de 1 W1 | WHee2
Deleciones Nucleoétidos, variaciones DEL bupP
multialelicas
Mas muestra Mayor . Gran poder para (M —)
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Nota. Se muestra la cantidad de individuos participantes y las diferentes variaciones
que se estudiaron durante el desarrollo del proyecto. Tomado y modificado de Byrska-
Bishop et al. (2022).
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Se llevaron a cabo andlisis bioinformaticos para caracterizar y clasificar
las variantes genéticas identificadas. Esto incluyo la anotacion de las variantes
en relacion con los genes, la identificacion de variantes comunes y raras, y la
evaluacion de su posible impacto en la funcion génica y la salud humana (BYRSKA-
BisHOP et al., 2022)

A medida que se completaron las secuenciaciones, los datos se hicieron ptblicos
y se pusieron a disposicion de la comunidad cientifica para su analisis y uso en la
investigacion genomica. Esto permitio a otros investigadores utilizar los datos del
proyecto de los 1.000 Genomas para realizar estudios adicionales sobre la genética
humana (BYRSKA-BISHOP ef al., 2022). Entre ellos, se llevo cabo el andlisis para
investigar la estructura genética de las poblaciones estudiadas y las relaciones entre
ellas. Esto incluy¢ la estimacion de la diversidad genética, el andlisis de ascendencia
ancestral y la deteccion de migraciones y mezclas genéticas.

CONCLUSIONES RELEVANTES

El proyecto de los 1.000 Genomas proporciond una serie de conclusiones
y descubrimientos importantes sobre la variacion genética humana. Aqui hay
algunas de las principales conclusiones del proyecto.

+ Elproyecto reveld una amplia diversidad genética en las poblaciones humanas.
Se encontraron millones de variantes genéticas, incluyendo tanto las comunes
como las raras, lo que resalta la complejidad de la genética humana.

* El estudio permiti6 identificar muchas variantes genéticas asociadas con
enfermedades. Estas variantes proporcionan informacioén importante para
la comprension de las bases genéticas de enfermedades comunes, como
el cancer, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y enfermedades
neurologicas.

* Se descubrieron miles de mutaciones genéticas raras en los genomas
secuenciados. Estas mutaciones pueden tener un impacto significativo
en la salud y pueden estar asociadas con enfermedades genéticas raras y
sindromes hereditarios.

* Elproyecto permitio rastrear el flujo de genes entre diferentes poblaciones
y proporcion6é informacion sobre los ancestros comunes de diferentes
grupos étnicos. Esto ayud6 a comprender mejor la historia evolutiva de
la humanidad y las migraciones humanas a lo largo del tiempo.

» Losdatos del proyecto sentaron las bases para la genémica personalizada,
que busca utilizar la informacion genética individual para predecir el riesgo
de enfermedades y personalizar los tratamientos médicos en funcion de
la genética de cada persona.
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3.3.6.  Provyecto PRoTEOMA HUMANO (HPP)

La Organizacion del
Objetivo. mapear y caracterizar el proteoma completo | Proteoma Humano (HUPO,
del cuerpo humano, busca identificar y describir todas las por sus siglas en inglés) es
proteinas presentes en el cuerpo humano, incluyendo sus
isoformas, modificaciones postraduccionales y variantes.
También tiene como objetivo proporcionar herramientas -
y recursos valiosos para la investigacion en protedmica. | €101 €Nl el campo del pro-
teoma humano. Fundada

en 2001, retne a cientificos
y profesionales de diferentes disciplinas relacionadas con la proteémica. Su
principal objetivo es mapear y comprender los componentes proteicos del cuerpo
humano. Para lograr esto, HUPO lanz6 el Proyecto del Proteoma Humano (HPP)
en 2010, una iniciativa internacional que se enfoca en el mapeo del proteoma
humano (OMENN et al., 2018). El HPP busca entender el proteoma en el contexto
de redes de redes, colaborar con consorcios complementarios, desarrollar estra-
tegias futuras y servir como punto focal para investigadores en mecanismos,
diagnosticos y terapias. Sus metas son mapear el proteoma humano, identificar
variantes y modificaciones postraduccionales, y comprender las interacciones
proteicas en redes y vias biologicas. Ademas, busca aplicar los conocimientos
de protedmica en el campo clinico y biomédico, incluyendo el desarrollo de
biomarcadores y dianas terapéuticas (OMENN et al., 2023).

una entidad internacional
que promueve la investiga-

Para llevar a cabo el Proyecto del Proteoma Humano, se recolectan muestras de
tejidos, células y fluidos bioldgicos, como sangre, orina y liquido cefalorraquideo,
de individuos sanos y afectados por diversas enfermedades. Con tecnologias de
alto impacto se realiza la extraccion de proteinas utilizando métodos de lisis
celular y fraccionamiento para separar las distintas fracciones proteicas.

Se utilizan técnicas de separacion de proteinas, como electroforesis
bidimensional, cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas
en inglés) y espectrometria de masas, para identificar y cuantificar las proteinas
presentes en las muestras (figura 17). Estas técnicas se abordaran en el préximo
capitulo. Se generan grandes volimenes de datos protedmicos que se utilizan para
construir bases de datos y mapas de interacciones proteina-proteina. Ademas, se
buscan aplicaciones clinicas y biomédicas, como el desarrollo de biomarcadores
y terapias mas efectivas (OMENN et al., 2023).
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Figura 17. Base de datos Proyecto Proteoma Humano
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Nota. Se muestra el portal de HUPO y las secuencias de actividades desarrolladas
en el proyecto. Disponible en https./hupo.org/human-proteome-project.

Finalmente, el HPP establece metas y estrategias para el mapeo y la
caracterizacion del proteoma humano, abordando desafios técnicos y cientificos.

CONCLUSIONES RELEVANTES

EIHPP es un proyecto en curso y se espera que se realicen mas descubrimientos
y avances, sin embargo, estas son algunas de las conclusiones a la fecha.

* El HPP ha contribuido a la identificacion y caracterizacion de un gran
numero de proteinas humanas previamente desconocidas.

* Se ha descubierto que las proteinas humanas pueden tener multiples
isoformas y variantes debido a modificaciones postraduccionales, lo que
tiene implicaciones en la funcion y la regulacion de las proteinas.

* Se han realizado esfuerzos para anotar y clasificar las proteinas humanas
segun su funcion, localizacion subcelular y participacion en vias bioldgicas
especificas.

* El HPP ha trabajado en el establecimiento de estandares de calidad y
mejores practicas para la identificacion y cuantificacion de proteinas,
lo que mejora la reproducibilidad y la comparabilidad de los datos
protedmicos generados en diferentes laboratorios.

* Se han desarrollado herramientas y recursos informaticos para la
integracion y el andlisis de datos protedmicos, lo que permite una
comprension mas completa de las interacciones proteina-proteina y las
redes bioldgicas.
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Los avances logrados a través del HPP tienen el potencial de tener un impacto
significativo en el campo clinico y biomédico. Esto incluye el desarrollo de
biomarcadores para el diagndstico temprano de enfermedades, la identificacion
de nuevas dianas terapéuticas y el disefio de terapias personalizadas.

3.3.7.  PROYECTO PANGENOMAS

El término pangenoma se refiere al

Objetivo. Comprender mejor la diversidad | - niynto completo de genes de todas
gendmica dentro de una especie y como esta

influird en las caracteristicas y la adaptacion las cepas que forman un organ}smo
de los organismos. Busca impulsar la | qUEcomparten unancestro comun fi-

investigacién médica y el desarrollo de | logenético. En otras palabras, un pan-
medicamentos. Al resaltar la diversidad | genoma es la combinacion de todos
humana, se espera que ayude a comprender | |5 genomas de los organismos que
como las variaciones genéticas afectan .

> .. | pertenecen al mismo clado (figura
la salud y conduzca a una medicina mas . -
favorable para todos. 18). Hace aproximadamente 15 afios,

Tettelin y su equipo de colaboradores

idearon el concepto de pangenoma con el proposito de explicar y representar
la totalidad gendmica de un grupo taxondmico especifico, como una especie,
serovar, filo o reino. Desde entonces, la terminologia asociada a este concepto
se ha expandido considerablemente.

El concepto de pangenoma, que incluye tanto los genes esenciales (o core
genes) que estan presentes en todos los genomas de una especie, como los
genes dispensables (o genes de la nube y genes de la concha) que pueden variar
entre cepas. Segun la clasificacion de Tettelin ef al. (2005), el pangenoma esté
compuesto por genes esenciales, genes dispensables y genes especificos de cepa,
que son Unicos en un genoma en particular.

Ademas, el pangenoma incluye el supragenoma o genoma extendido, que
comprende los genes distribuidos y genes unicos (LAPIERRE y GOGARTEN, 2009),
representados en la figura como el genoma de la nube y el genoma de la concha.
Estos genes aportan diversidad genética y funcionalidad adicional en diferentes
contextos ambientales. Por tltimo, las regiones flexibles (RODRIGUEZ-VALERA
y USSERY, 2012) son segmentos del genoma que contienen estas variaciones y
que pueden incluir duplicaciones, deleciones, inserciones e inversiones, como se
muestra en la segunda parte de la figura.

En conclusion, segin la definicion original, el genoma central describe el
conjunto de secuencias compartidas por todos los miembros del grupo taxondémico
de interés, el genoma dispensable abarca un subconjunto de secuencias
compartidas por algunos miembros del grupo (influenciando la diversidad del
grupo, como vias bioquimicas alternativas, adaptacion a nichos, resistencia a
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antibioticos, etc.), mientras que el pangenoma representa simplemente la union
de los genomas central y dispensable (describiendo la totalidad de los taxones
en términos de conjuntos de secuencias).

Figura 18. Proyecto Pangenomas

A B Genoma humano previo de referencia
Pangenome Nuevas genomas humanos de referencia

Genome 2

mﬂmﬂm

[ snea gemome

Genome 4

Nota. Se nuestra en el pangenoma de la figura (A) tiene tres zonas de genomas
(genoma core, shell y cloud). El core comprende los genes presentes en la totalidad de
los genomas analizados. El shell o genoma de concha incluye genes compartidos por la
mayoria de los genomas, pero no en su totalidad, lo que refleja genes que son comunes,
pero no universales. Finalmente, ¢l genoma de nube (cloud) comprende los genes
presentes en un solo genoma o que tienen una ocurrencia muy baja (menos del 10 %) En
(B) se muestra la representacion grafica del pangenoma humano realizada por Darryl
Leja (NHGRI) (Institutos Nacionales de Salud [NIH], s.f.). Tomado de https:/www.nih.
gov/news-events/news-releases/scientists-release-new-human-pangenome-reference.

Este proyecto es una iniciativa de investigacion gendémica que se centra en el
estudio y la comparacion de los genomas de una especie en particular, en lugar de
analizar solo un genoma de referencia que es el enfoque tradicional, el concepto
de pangenoma reconoce que las especies pueden tener una diversidad gendmica
significativa (WANG et al., 2022). Al analizar multiples genomas de una especie, se
pueden identificar genes presentes en algunos individuos, pero ausentes en otros,
asi como variantes genéticas que pueden estar asociadas con rasgos especificos.

El proyecto utiliza técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS)
para secuenciar y analizar multiples genomas de una especie. Estos genomas
se comparan entre si para identificar genes comunes y genes especificos de
subpoblaciones o linajes particulares. Ademas, se investiga como los pangenomas
pueden influir en la evolucion, la adaptacion y la respuesta a factores ambientales
o enfermedades (WANG et al., 2022).

El Proyecto Pangenomas ha revelado que la diversidad genomica dentro de
una especie puede ser mucho mayor de lo que se pensaba inicialmente, lo que
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tiene indicaciones importantes para la comprension de la genética, la evolucion y
la biologia de las especies. También proporciona una base de datos mas completa
y precisa para el estudio de la genética y la biologia de una especie en particular
(LAPIERRE Y GOGARTEN 2009).

PanSeq es una base de datos de pangenomas que almacena secuencias de
genomas completos y permite la comparacion y analisis de genes y regiones
genomicas comunes y especificas en diferentes cepas o linajes de una especie.
Esta herramienta permite identificar las regiones principales y accesorios en un
conjunto de secuencias genomicas, se pueden extraer las regiones exclusivas de
un genoma o grupo de genomas, asi como identificar SNP dentro de las regiones
genomicas compartidas. Ademas, genera archivos que pueden ser utilizados en
programas de filogenia, tanto en la presencia/ausencia de regiones accesorias como
en SNP dentro de las regiones centrales (RODRIGUEZ-VALERA Y USSERY, 2012).

El Consortium Reference de Pangenoma Humano (HPRC) ha publicado
en la revista Nature el borrador del genoma como resultado de un proyecto
internacional iniciado en 2019 (VERNIKOS, 2020). El objetivo principal de este
proyecto es mapear toda la variacion genética humana para establecer una
referencia completa que permita comparar secuencias genéticas en investigaciones
futuras. El borrador del pangenoma, que abarca una coleccion de secuencias
obtenidas de 47 personas de diversas partes del mundo, ha sido publicado después
de la divulgacion en 2022 de la primera secuencia completa del genoma humano.
A diferencia del PGH original y su sucesor, que se basaron principalmente en el
ADN de un solo individuo, el borrador del pangenoma incluye una representacion
mas precisa y diversa de la variacion genomica global (WANG et al., 2022).

El HPRC tiene como objetivo construir el pangenoma humano de la mas alta
calidad posible, aprovechando las innovaciones en tecnologia, disefio de estudios
y asociaciones globales. Este proyecto busca mejorar la representacion de datos y
optimizar los analisis para permitir el ensamblaje rutinario de genomas diploides
completos (VERNIKOS, 2020).

Con una atencion especial a los marcos éticos, la referencia del pangenoma
humano no solo mejorara los estudios de asociacion gen-enfermedad en diferentes
poblaciones, sino que también expandira el alcance de la investigacion genémica
a las regiones mas repetitivas y polimorficas del genoma. Ademas, esta referencia
servird como un recurso genético invaluable para futuras investigaciones
biomédicas y medicina de precision (NAITHANI et al., 2021).

CONCLUSIONES RELEVANTES

Algunas de las conclusiones mas destacadas son las siguientes.
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* Elestudio del pangenoma ha revelado una mayor diversidad genética en
comparacion con el genoma de referencia. Esto demuestra la importancia
de tener en cuenta la escasez genética en diferentes poblaciones para
comprender mejor como las variaciones genéticas influyen en la salud y
las enfermedades.

* Mediante el analisis del pangenoma, se han identificado regiones gend-
micas exclusivas presentes en ciertas cepas o grupos de genomas. Estas
regiones pueden ser de gran importancia para comprender las caracteristi-
cas unicas de ciertas cepas y su relacion con la salud y las enfermedades.

* El pangenoma ha permitido identificar variantes de un solo nucleé6tido
(SNP) dentro de las regiones gendmicas centrales compartidas entre dife-
rentes cepas. Estas variaciones pueden tener un impacto significativo en la
susceptibilidad a enfermedades y en la respuesta a tratamientos médicos.

+ El pangenoma proporciona informacion valiosa para la construccion de
arboles filogenéticos basados tanto en la presencia/ausencia de regiones
gendmicas accesorias como en SNP dentro de las regiones gendomicas
centrales. Ademas, esta informacion puede contribuir al desarrollo de una
medicina mas personalizada y precisa, teniendo en cuenta la diversidad
genética de los individuos.

34. NUEVOS PROYECTOS EMERGENTES EN CIENCIAS OMICAS

El surgimiento de las ciencias dmicas ha sido impulsado por una combinacion
de avances tecnoldgicos y proyectos de investigacion. A continuacion, se
mencionan algunos de los proyectos que han surgido como resultado de los
avances en las principales ciencias dmicas como el proyecto en metagendmica,
epigendmica entre otros. Algunos de estos temas se tratardn en los capitulos
siguientes del libro.

3.4.1. PROYECTOS EN METAGENOMICA

Los proyectos de metagendmica tienen como objetivo principal caracterizar
y comprender la diversidad y funcioén de los microorganismos en su entorno
natural (CHOPRA et al., 2020). Este proyecto incluye otros proyectos, a saber:

*  Proyecto Microbioma Humano (HMP). El proyecto lanzado en 2007 busca
caracterizar el microbioma humano en diferentes partes del cuerpo, utili-
zando técnicas de NGS. Se ha demostrado que el microbioma desempefia
un papel crucial en funciones metabolicas, fisiologicas y en la proteccion
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contra patogenos. Desequilibrios en el microbioma se han asociado con
diversas enfermedades, como trastornos gastrointestinales, obesidad, en-
fermedades metabolicas, autoinmunidad y trastornos neuropsiquiatricos
(Integrative HMP Research Network Consortium, 2019).

*  Proyecto Microbioma Intestinal Humano. Se centra especificamente en el
microbioma intestinal humano. El objetivo es mapear la diversidad y la
funcién de las comunidades microbianas presentes en el tracto gastroin-
testinal y su implicacion en la salud y las enfermedades (Cant, 2018).

* Proyecto Microbioma Terrestre. Este proyecto tiene como objetivo
catalogar y comprender la diversidad microbiana presente en diferentes
ecosistemas terrestres, incluyendo suelos, agua dulce, océanos y el aire.
El objetivo es obtener una vision global de los microorganismos en la
Tierra y su papel en los ciclos biogeoquimicos (GILBERT ef al., 2018).

* Proyecto Tara Océanos. Este proyecto recopildé muestras de agua de
océanos de todo el mundo para analizar el microbioma marino y su
impacto en los ecosistemas ocednicos. Se obtuvieron datos gendmicos
de una amplia gama de microorganismos, incluyendo bacterias, arqueas
y virus (PIERELLA et al., 2020).

3.4.2.  PROYECTOS EN EPIGENOMICA

La epigendmica es el estudio de las modificaciones quimicas y estructurales en
el ADN y las histonas que regulan la expresion génica sin cambiar la secuencia del
ADN. El Consorcio del Epigenoma Humano es una colaboracion publico-privada
que tiene como objetivo identificar y clasificar posiciones variables de metilacion
(MVP) en el genoma humano (Fu et al., 2023). Los proyectos de epigendmica
se enfocan en investigar como estas modificaciones epigenéticas influencian el
desarrollo, la enfermedad y otros procesos biologicos.

El Proyecto ENCODE, mencionado anteriormente, incluye un componente
de epigenomica. Su objetivo es identificar y caracterizar todos los elementos
funcionales en el genoma humano, incluyendo las regiones epigenéticas que
regulan la expresion génica (SIGGENS y EKwaL, 2014). A continuacion, se
presentan otros proyectos emergentes en el campo de la epigendmica.

* Mapa de ruta de la epigendmica. Este proyecto fue una iniciativa colabo-
rativa que mapeo el epigenoma humano en diferentes tipos de células y
tejidos. El objetivo era proporcionar un recurso completo de datos epige-
néticos para comprender la regulacion génica y su papel en el desarrollo
humano y las enfermedades, como por ejemplo la epigenética asociada
con estimulos ambientales y el riesgo de cancer (HERCEG et al., 2018).
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BLUEPRINT. Este proyecto se centrd en el mapeo de la epigenémica
en diferentes tipos de células sanguineas humanas. Su objetivo era
proporcionar una vision detallada de las modificaciones epigenéticas
en relacion con la hematopoyesis, las enfermedades de la sangre y otros
procesos bioldgicos entre ellos la inmunidad (EI1SSENBERG, 2014).

BLUEPRINT-EPIC. Se centra en el estudio de la epigenémica en células
del sistema inmunoldgico humano. Su objetivo es comprender como
las modificaciones epigenéticas influyen en la respuesta inmunologica

y su papel en enfermedades autoinmunes y trastornos relacionados
(EISSENBERG, 2014).

Consorcio Internacional del Epigenoma Humano (IHEC). Es una
colaboracion global que tiene como objetivo mapear el epigenoma humano
en una amplia variedad de tejidos y células. EI IHEC busca comprender
codmo las modificaciones epigenéticas contribuyen a la diversidad humana,
la enfermedad y el envejecimiento (KANAI y ARAI 2014).

PsychENCODE. el proyecto tiene como objetivo mapear y caracterizar el
epigenoma, transcriptoma y proteoma del cerebro humano en diferentes
etapas del desarrollo y en diferentes regiones cerebrales. Este proyecto
se centra en el estudio de las modificaciones epigenéticas en el cerebro
humano. Su objetivo es comprender como las modificaciones epigenéticas
contribuyen a la diversidad neuronal, al desarrollo cerebral y a las
enfermedades neuropsiquiatricas (PsychENCODE Consortium,2015).

Proyecto DEEP (Consorcio para el Estudio del Impacto de los Factores
Ambientales en el Epigenoma y el Proteoma). Este proyecto se enfoca en
investigar los efectos de los factores ambientales en el epigenoma humano.
Busca comprender como la exposicion a diferentes factores ambientales
puede afectar las modificaciones epigenéticas y contribuir al desarrollo
de enfermedades.

Iniciativa Cerebro del Proyecto Protecoma Humano (HPP-BI). Ademas
del enfoque en el proteoma, existe un componente esencial dedicado al
epigenoma. Esta parte del proyecto se centra en mapear y caracterizar las
modificaciones epigenéticas en el cerebro humano, tales como la metilacion
del ADN y las modificaciones de histonas en diferentes regiones cerebrales
y etapas de desarrollo. Estas modificaciones epigenéticas influyen en la
expresion y funcion de las proteinas, proporcionando una capa adicional
de regulacion que afecta la actividad de los genes sin alterar la secuencia
de ADN (Su et al., 2021). El estudio del epigenoma en el contexto del
HPP-BI es crucial porque estas modificaciones pueden variar en funcion de
factores como el desarrollo, la experiencia y el entorno. Estas variaciones



CAPITULO 1. CIENCIAS OMICAS 63

epigenéticas permiten entender mejor como se regula la expresion proteica
en el cerebro y como esta regulacion esta relacionada con funciones
cerebrales especificas y con enfermedades neurologicas y psiquiatricas.
Asi, el enfoque en el epigenoma complementa el mapeo del proteoma al
revelar como los cambios epigenéticos influyen en las redes de proteinas
y en los procesos biologicos en el cerebro humano (Su et al., 2021).

* Proyecto de red biologica pulmonar del Atlas Celular Humano (LBHN). el
proyecto se centra en el estudio del atlas celular del pulmon humano. Utiliza
enfoques de transcriptomica de una célula y protedmica para identificar y
caracterizar los diferentes tipos de células presentes en el tejido pulmonar,
lo que permite una mejor comprension de las enfermedades pulmonares
y el desarrollo de terapias mas efectivas (ADAMS et al., 2023).

4. ERA MULTIOMICA

Los avances en las ciencias 6micas han generado una gran cantidad de
datos detallados sobre los componentes moleculares de los organismos y
sus interacciones. Sin embargo, estos datos suelen ser analizados de manera
individual, lo que dificulta su interpretacion completa. Para comprender realmente
los fenotipos observados y las causas subyacentes a ellos, es necesario combinar
los datos 6micos de diferentes disciplinas (PamwMi et al., 2023; HaSIN et al., 2017),
Por ejemplo, el microbioma tiene influencia en la expresion de genes y proteinas,
que a su vez afectan al metaboloma. Todos estos procesos interactian y se regulan
mutuamente (figura 19).

La era multiomica consiste en un nuevo enfoque de investigacion que
integra multiples tecnologias dmicas (gendmica, protedmica, transcriptomica
y metabolomica) con el fin de estudiar y comprender de manera integral los
componentes moleculares de un organismo y sus interacciones. Esto permite
obtener una vision mas completa y detallada de los sistemas biologicos, asi
como comprender la relacion entre los componentes moleculares y los fenotipos
observados, para analizar y comprender la complejidad de los organismos vivos
(HasIN et al., 2017).
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Figura 19. Integracion de datos omicos y enfoques de la enfermedad
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Nota. Representa diferentes tipos de datos 6micos en capas, los circulos representan
las moléculas de las que se recopilan los datos. La regulacion genética y el medio
ambiente influyen en las moléculas en cada capa, excepto en la capa del genoma. Las
flechas finas indican posibles interacciones o correlaciones entre moléculas en diferentes
capas. Las flechas gruesas en la parte superior sefialan puntos de partida para consolidar
multiples datos émicos y comprender los sistemas bioldgicos y la patogénesis de la
enfermedad. Los enfoques pueden comenzar desde el genoma, el fenotipo u otras capas
omicas. Tomado y modificado de Hasin (2017).

Los analisis multiomicos utilizan caminos integrados para generar y analizar
datos de multiples niveles émicos. Esto implica la recopilacion de datos de
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expresion génica, perfiles de proteinas y metabolitos en un mismo conjunto de
muestras. Posteriormente, se aplican métodos bioinformaticos y estadisticos para
integrar y analizar conjuntamente estos datos (JEHAN ef al., 2020).

Es asi como la era multiomica ha abierto nuevas oportunidades para la
integracion de datos provenientes de diferentes disciplinas 6micas, lo que ha
permitido comprender la interaccion entre las diferentes 06micas, el descubrimiento
de biomarcadores y nuevas dianas terapéuticas, asi como el desarrollo de terapias
mas precisas y efectivas para las enfermedades, fortaleciendo asi la medicina de
precision (Pamwmi et al., 2023).

4.1. INTEGRACION DE DATOS MULTIOMICOS Y APRENDIZAJE AUTOMATICO

El aprendizaje automatico o Machine Learning, es un subcampo de la
inteligencia artificial que utiliza algoritmos y modelos para que las méaquinas
puedan aprender (L1 et al., 2018). En el contexto de la medicina, el andlisis
multiomico y el aprendizaje automatico son herramientas poderosas para
descubrir patrones, identificar biomarcadores y comprender los mecanismos
biologicos de las enfermedades (KARCZEWSKI y SNYDER, 2018). Esta combinacion
permite un enfoque integral y preciso en la medicina personalizada, facilitando
la identificacion de nuevas terapias.

Aunque se han logrado avances significativos en la clasificacion de tipos de
cancer y prediccion de respuestas a medicamentos, aiin se requiere desarrollar
nuevas metodologias de aprendizaje automatico para la integracion de datos en
el descubrimiento de farmacos y tratamientos personalizados (KARCZEWSKI Y
SNYDER, 2018). La era multidmica ha abierto nuevas oportunidades en la medicina
de precision al permitir la integracion de datos de diferentes disciplinas, lo que
ha llevado al descubrimiento de biomarcadores, nuevas dianas terapéuticas y
terapias mas precisas (NAITHANI ef al., 2021).

El analisis de datos multiomicos respalda el avance de la medicina de precision
al desentrafiar la biologia de sistemas y obtener una comprension integral de
los sistemas biologicos, gracias al uso de herramientas de mineria de datos y
aprendizaje automatico (PICARD ef al., 2021; NAITHANI et al.,2021).

El perfeccionamiento de nuevas plataformas de medicion de alto rendimiento
y analisis de los datos arrojados por los analisis de las diferentes fuentes dmicas
permiten descubrir el funcionamiento de la biologia de sistemas y obtener
informacion sobre los sistemas biologicos dandole un enfoque integrador (PICARD
etal.,2021). Es asi como surge el progreso de la medicina de precision, respaldado
por herramientas que permiten el analisis de mineria de datos y enfoques de
aprendizaje automatico.
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La mayor disponibilidad de tecnologias de alto rendimiento ha generado
un nimero cada vez mayor de datos 6micos que buscan retratar muchas
ciencias bioldgicas diferentes pero complementarias, incluidas la gendémica, la
epigendmica, la transcriptdmica, la protedmica y la metaboldmica. Se ha obtenido
una nueva vision de estos datos mediante algoritmos de aprendizaje automatico
que han producido biomarcadores de diagnostico y clasificacion (NAITHANI
et al., 2021). Sin embargo, la mayoria de los biomarcadores obtenidos hasta la
fecha solo incluyen una medicién dmica a la vez y, por lo tanto, no aprovechan
al méaximo los recientes experimentos multiomicos que ahora capturan toda la
complejidad de los sistemas biologicos (MAGHSOUDI ef al., 2022).

Para combinar el conocimiento complementario proporcionado por
cada ciencia 6mica, es necesario utilizar estrategias de integracion de datos
multiomicos. Estas estrategias ofrecen enfoques diferentes para combinar y
aprovechar el conocimiento complementario proporcionado por cada capa
omica, permitiendo asi una comprension mas completa y precisa de los procesos
biologicos (PICARD ef al., 2021; MAGHSOUDI et al., 2022). Se han distinguido
dos tipos de integracion: la integracion horizontal que se centra en el estudio
de las mismas capas 6micas en diferentes grupos de muestras y la integracion
vertical que permite analizar como las variables dmicas se comportan en distintos
contextos bioldgicos o condiciones, lo que puede revelar patrones y asociaciones
relevantes. Sin embargo, los métodos de integracion de datos mas recientes
se clasifican en cinco estrategias de integracion diferentes, temprana, mixta,
intermedia, tardia y jerarquica (figura 20) (REEL ef al., 2021).

» Estrategia temprana: integra datos en etapas tempranas del analisis, antes
de realizar analisis especificos en cada ciencia Omica por separado. Esta
aproximacion permite identificar rapidamente las relaciones entre los
diferentes datos 6Gmicos y encontrar patrones o asociaciones emergentes.

» Estrategia mixta: combina datos dmicos en ciertos puntos especificos del
andlisis, por ejemplo, al combinar datos gendomicos y transcriptdmicos para
identificar genes que muestran una correlacion entre niveles de expresion
y variantes genéticas.

» [Estrategia intermedia: se enfoca en la integracion de datos en etapas
intermedias del analisis dmico. Esto implica realizar anlisis independientes
para cada capa démica y luego combinar los resultados para obtener una
vision mas completa de los procesos biologicos.

» [Estrategia tardia: realiza analisis por separado para cada capa 6mica
y luego integrar los resultados finales. Esta aproximacion permite un
mayor control sobre el analisis individual de cada ciencia émica antes de
combinar los datos.
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» Estrategia jerarquica: implica una integracion secuencial de datos dmicos,
donde se utilizan ciencias 6micas previamente analizadas como base para
la comprension de ciencias posteriores. Esto permite aprovechar la infor-
macion previamente obtenida para un analisis mas detallado y exhaustivo.

Figura 20. Representacion esquemdtica de las principales estrategias para la
integracion de datasets multiomicos
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o]

INTEGRACION INTEGRACION INTEGRACION INTEGRAFION INTEGRACION

TEMPRANA MIXTA INTERMEDIA TARDIA JERARQUICA
ooeo e o0 00 @ ... o ee0o (XX} eeo o
® o0 e o000 © e o e oo PO eecce eecoe
[ XIX) ©® o0 o0 © o0 ©® e o eoe0 @ Xyl rxXryl
[ Xryl ® e0 00 © ®e o %000 oo xrrxl eeoo

Datos
Lo DATOS UNIDOS TRANSFORMA CADA MODELO DE ANALISIS ANALISIS BASES DE DATOS
gendmica BLOQUE GMICO INTEGRACION
L) \
Datos ee0 0 cecoe cco o
Ami «© o [ X I X ] \ e oo o
metaboldmica Lo ceee / P

XX %o o eeeo
e 00 @
(X I XJ y
ANALISIS ANALISIS ANALISIS
o RESULTADOS
RESULTADOS ~ RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS

Clasificacion simple
Subtipo de enfermedad
Descubrimiento de biomarcadores
Conocimiento sistémico

Nota. Se muestra en (A) la integracion temprana concatena todos los conjuntos de
datos 6micos en una sola matriz en la que se puede aplicar el modelo de aprendizaje
automatico. (B) La integracion mixta primero transforma o mapea independientemente
cada bloque dmico en una nueva representacion antes de combinarlos para el analisis
posterior. (C) La integracion intermedia transforma simultdneamente los conjuntos
de datos originales en representaciones comunes y especificas de 6micas. (D) La
integracion tardia analiza cada dmica por separado y combina sus predicciones finales.
(E) La integracion jerarquica basa la integracion de conjuntos de datos en relaciones
regulatorias previas entre capas 6micas. Tomado y modificado de Reel (2021).

La base del andlisis de datos multidmicos es el aprendizaje automatico, sobre
la base del cual se han desarrollado muchas herramientas (LOPEZ ef al., 2019).
Los algoritmos de aprendizaje automatico estan entrenados para modelar patrones
complejos que no pueden ser capturados con precision por modelos matematicos
tradicionales en datos de alta dimension, como en el caso del cancer (NAKAGAWA
y Fuiita, 2018).
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En estudios de cancer, los datos multiomicos incluyen informacion de
diversas capas moleculares, como el genoma (variantes genéticas), el epigenoma
(modificaciones quimicas del ADN), el transcriptoma (expresion de ARN), el
proteoma (niveles de proteinas) y el metaboloma (compuestos metabdlicos). Cada
uno de estos datos proporciona informacion Unica, pero cuando se combinan
permiten una vision integral de los procesos biologicos complejos en las células
cancerigenas (NAKAGAWA y Fuiita, 2018).

Sin embargo, debido a la alta dimension y la complejidad de los datos
multiomicos, los métodos tradicionales de analisis matematico son insuficientes
para identificar patrones significativos. Aqui es donde los algoritmos de
aprendizaje automatico son particularmente utiles. Por ejemplo, los algoritmos de
aprendizaje supervisado, como las maquinas de vectores de soporte (SVM) y los
arboles de decision, pueden ser entrenados con datos etiquetados para clasificar
tipos de cancer seglin patrones moleculares especificos. Estos modelos aprenden
a identificar combinaciones de caracteristicas moleculares que diferencian a los
tumores seglin su origen, tipo o grado de agresividad (NAKAGAWA y FuiiTa, 2018).

El aprendizaje automatico en el analisis multiomico se refiere a la aplicacion
de técnicas y algoritmos de inteligencia artificial para extraer informacion y
conocimiento de conjuntos de datos complejos y heterogéneos que abarcan
multiples capas 6micas (PICARD ef al., 2021). La combinacién de datos
multidmicos y aprendizaje automatico permite un enfoque mas integral y preciso
para comprender los mecanismos bioldgicos subyacentes a las enfermedades,
facilitando asi la identificacion de nuevas terapias y enfoques personalizados en
la medicina (REEL ef al., 2021).

Un ejemplo de esto es la aplicacion de cinco enfoques de aprendizaje
automatico utilizando datos de la Enciclopedia de Lineas de Cancer. En este
estudio, se informa la precision en la clasificacion del tipo de cancer y se evaltia
el error absoluto medio en la prediccion de la respuesta a los medicamentos, al
mismo tiempo que se considera la eficiencia del tiempo de ejecucion (NAKAGAWA
Y Fuiita, 2018).

Sin embargo, es necesario desarrollar nuevas metodologias de aprendizaje
automatico para la integracion de datos, que seran esenciales para el
descubrimiento de farmacos, el disefio de ensayos clinicos y los tratamientos
personalizados. Multi-omics (X-omics) es un neologismo que brinda una gran
oportunidad de mejora para la medicina de precision (REEL et al., 2021; ZHANG
et al., 2021).

La informacién multidémica es esencialmente valiosa para el desarrollo de
farmacos si indica nuevos objetivos farmacologicos o firmas de enfermedades
que se asocian con el resultado de la enfermedad y/o la respuesta al tratamiento
aprendizaje automatico.
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4.2, MINERIA DE DATOS

La mineria de datos se aplica en diversos campos y sectores para descubrir
patrones, tendencias y conocimientos utiles a partir de grandes conjuntos de
datos. La mineria de datos en ciencias 6micas describe el proceso de descubrir
modelos, relaciones y conocimientos ttiles, con base en multiples conjuntos de
datos 6micos (Wu et al., 2021; Reel et al., 2021). Las ciencias 6micas, como
la gendmica, transcriptomica, protedmica y metabolomica, generan una gran
cantidad de datos complejos y heterogéneos que contienen informacion detallada
sobre los componentes biologicos y procesos en un organismo (NAKAGAWA y
Fuita, 2018).

La mineria de datos utiliza técnicas y algoritmos de analisis de datos para ex-
plorar, visualizar y extraer informacion relevante de estos conjuntos de datos. Estas
técnicas pueden incluir métodos estadisticos, aprendizaje automatico, analisis de
redes y otras herramientas de analisis de datos. El objetivo es descubrir patrones
significativos, identificar biomarcadores y obtener conocimientos que puedan
contribuir al avance de la investigacion en biologia y medicina (Z1a ef al., 2022).

En las ciencias dmicas, la mineria de datos juega un papel fundamental en
el descubrimiento de nuevas asociaciones entre genes, proteinas, metabolitos y
fenotipos, lo que puede conducir a la identificacion de nuevos biomarcadores,
terapias mas efectivas y una comprension mas profunda de los procesos
bioldgicos. Ademas, esta disciplina permite el andlisis de grandes volimenes de
datos de manera eficiente, lo que ayuda a acelerar la investigacion y el desarrollo
de la medicina personalizada (Z1A et al., 2022).

5. BIOINFORMATICA Y ANALISIS DE DATOS MULTIOMICOS

La bioinformatica, una disciplina que combina biologia e informatica,
ha revolucionado el analisis de datos biologicos mediante el uso de bases de
datos especializadas. Estas bases de datos son fundamentales para almacenar
y organizar grandes cantidades de informacion bioldgica (BREITWIESER ef al.,
2019). La bioinformatica utiliza diversas técnicas, como el alineamiento de
secuencias, el ensamblaje de genomas y el analisis de expresion génica, para
extraer informacion de los datos generados (SUBRAMANIAN et al., 2020). Ademas,
se emplean herramientas bioinformadticas para el andlisis de interacciones
proteina-proteina, metilacion del ADN, microarreglos y secuenciacion masiva,
entre otros (DiNiz y CANDURL 2017; ZHANG et al., 2021)

La combinacioén de datos 6micos y herramientas bioinformaticas permite
comprender mejor los mecanismos subyacentes y las vias bioldgicas. Las bases
de datos de bioinformatica albergan una amplia gama de informacion biologica,
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como secuencias de ADN, ARN y proteinas, estructuras tridimensionales y
patrones de expresion génica. Los investigadores pueden acceder a estas bases
de datos a través de interfaces de busqueda y consulta, y muchas de ellas también
ofrecen herramientas de analisis y visualizacion integradas (SUBRAMANIAN ef
al., 2020).

Cabe destacar que el campo de las ciencias émicas y las herramientas
bioinformaticas estan en constante evolucion, por lo que es importante mantenerse
actualizado sobre las ultimas herramientas disponibles.

5.1 BASES DE DATOS Y HERRAMIENTAS BIOINFORMATICA USADAS EN GENOMICA

Todas las bases de datos y herramientas bioinformaticas desempefian un papel
fundamental en el andlisis y la interpretacion de los datos generados a partir
de secuencias de ADN. Estas permiten realizar una variedad de tareas, como
el ensamblaje y anotacion de genomas, la identificacion de variantes genéticas,
el analisis de expresion génica y la prediccion de funciones de genes. Cada
herramienta tiene su propio propdsito y se utiliza para una variedad de analisis,
desde la anotacion y el alineamiento de secuencias hasta el andlisis funcional y
la visualizacion de datos gendmicos (DiNIZ et al., 2017). Algunas de las bases
de datos y programas bioinformaticos mas usadas son:

* GenBank: es una base de datos de secuencias genéticas. Contiene
informacion sobre secuencias de ADN y ARN de una variedad de
organismos de todas las categorias, incluyendo bacterias, virus, plantas,
animales y otros grupos taxondmicos. Es una de las bases de datos mas
grandes de secuencias bioldgicas en el mundo, permite a los investigadores
acceder a informacion genética, como secuencias de genes y genomas para
analisis y comparacion, es mantenida por el NIH (Langmead y Salzberg,
2012; Altschul et al., 1990).

* Ensembl: es una base de datos que proporciona anotaciones genémicas
para una amplia variedad de especies, incluyendo humanos, ratones,
moscas de la fruta, levaduras y muchas otras. Ensembl integra datos
genomicos de diversas fuentes y proporciona acceso a secuencias,
anotaciones funcionales, variaciones genéticas y otros datos relacionados
(SEEMANN, 2014; CAMPBELL et al., 2014).

*  Gene Ontology (GO): es una base de datos y conjunto de herramientas
para el analisis funcional de genes y proteinas. Se utiliza para asignar fun-
ciones y categorias bioldgicas a genes basados en anotaciones (KANEHISA
y Goto, 2000).
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*  dbSNP: es una base de datos que almacena informacion sobre variaciones
genéticas, como polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y mutaciones
genéticas asociadas a enfermedades. dbSNP proporciona identificadores
unicos para las variantes genéticas y es ampliamente utilizada en estudios
de asociacion genética y medicina personalizada (MCKENNA ez al., 2010;
DANECEK et al., 2021).

En cuanto a Herramientas bioinformaticas disponibles, estan:

* RefSeq: mantenida por el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica
(NCBI), es una base de datos que proporciona secuencias de referencia y
anotaciones para genes, transcritos y proteinas de diferentes organismos.
Se actualiza regularmente y ofrece una amplia cobertura de genomas
secuenciados (PruItT et al., 2007; BrAy et al., 2016).

+ UCSC Genome Browser: es una plataforma interactiva en linea que
permite visualizar y explorar genomas completos y sus anotaciones.
Proporciona acceso a una amplia gama de datos gendmicos, incluyendo
secuencias, genes, variantes genéticas, regiones reguladoras y datos
epigenéticos (ROBINSON et al., 2011; KeNT ef al., 2002).

* BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): se utiliza para buscar
similitudes entre secuencias de ADN o proteinas en una base de datos
para identificar homologias y anotar genes (LANGMEAD y SALZBERG, 2012;
ALTSCHUL et al., 1990).

* Picard: es un conjunto de herramientas de bioinformatica ampliamente
utilizadas en el andlisis de datos de secuencias de ADN. Picard esta dise-
fado principalmente para trabajar con archivos BAM (Binary Alignment/
Map) y SAM (Sequence Alignment/Map), que son formatos estandar para
almacenar datos de secuencias alineadas (BROAD INSTITUTE, s. f.).

En la tabla 8 se mencionan algunas de las principales bases de datos y
herramientas bioinformaticas utilizadas en genomica.
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Tabla 8. Bases de datos y herramientas bioinformdticas usadas en genomica

Bases de datos

Herramientas de
analisis

Usos

Referencias

SEEMANN, 2014;

NCBI, Prokka, MAKER, Augustus, Anotacion de CAMPBELL ef al
Ensembl GeneMark, Blast2GO genomas 2014 ”
dbSNP, 1000 UATK (Genome Analysis 6o ocionde McKenna ef al.,

Genomes, Clin-
Var

Toolkit), SAMtools, Free-
Bayes, VarScan, Bcftools,
BRAKER

variantes gené-
ticas

2010; DANECEK et
al., 2021

KEGG, Gene On-
tology, InterPro

InterProScan, Pfam, Gene
Ontology (GO) enrichment
analysis, KEGG pathway
analysis

Prediccion de
funciones de ge-
nes

JONES et al., 2014,
KangHisa y Goro,
2000

SiLva, TreeBase,
NCBI

MEGA, PhyML, RAXxML,
BEAST

Analisis de filo-
genia

KUMAR et al., 2018;
GuINDON et al., 2010

UCSC Genome

IGV, UCSC Genome

ROBINSON et al.,

Browser, En- Browser, JBrowse, Artemis, ;gtscl)l:h:igigrilcg: 2011; Kent et al.,
sembl, NCBI Circos g 2002

GenBank, En- Bowtie, BWA, BLAST, .. . LANGMEAD y

sembl Clustal Omega, MAFFT Alineamientos SALZBERG, 2012;

’ Altschul et al., 1990

5.2. BASES DE DATOS Y HERRAMIENTAS BIOINFORMATICA USADAS EN

TRANSCRIPTOMICA

En la transcriptomica, las bases de datos y herramientas bioinformaticas son
esenciales para el andlisis de los datos generados a partir de experimentos de ex-
presion génicay RNA-Seq. Estas herramientas permiten el procesamiento, analisis
y visualizacion de los datos de transcripcion, asi como la identificacion de genes
diferencialmente expresados y el descubrimiento de nuevos ARN no codificantes. A
continuacion, se describen algunas de las principales herramientas bioinformaticas
utilizadas en transcriptomica. En lo que refiere a bases datos, se tiene:

* Gene Expression Omnibus (GEO): es una de las principales bases de
datos de expresion génica, mantenida por el NCBI. Almacena datos de
microarreglos y secuenciacion de ARN de diversos organismos y ofrece
herramientas para buscar y analizar datos de expresion génica (CLOUGH
y BARRETT,, 2016).
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ArrayExpress: administrada por el European Bioinformatics Institute
(EBI), esta base de datos también contiene datos de microarreglos y
secuenciacion de ARN. Permite a los investigadores acceder a datos de
transcriptomica para su analisis y reutilizacion (BRAzZMA ef al., 2003).

ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements): aunque su enfoque es la
anotacion funcional del genoma humano, contiene datos transcripto-
micos sobre la expresion y regulacion de genes. Es util para estudiar la
regulacion génica y su impacto en la expresion (The ENCODE Project
Consortium, 2012).

Human Protein Atlas: aunque su nombre sugiere solo proteinas, también
ofrece datos sobre la expresion de ARN en varios tejidos y tipos de células
humanos, proporcionando una vision de la transcriptomica a nivel de
tejidos especificos (UHLEN et al., 2015).

TCGA (The Cancer Genome Atlas): contiene datos transcriptdmicos de
muestras de cancer humano. Esta base de datos permite estudios detallados
de la expresion génica en diferentes tipos de cancer (WEINSTEIN ef al.,
2013; Siva et al., 2016).

Expression Atlas: ofrece datos de expresion génica en una amplia gama de
organismos y condiciones experimentales, lo que facilita los estudios de
comparacion de expresion entre diferentes tejidos, condiciones y estados
de desarrollo (PAPATHEODOROU et al., 2020).

RNAcentral: esta base de datos contiene informacion sobre ARN no
codificante de varias especies, proporcionando una vision especifica
de elementos de ARN que no traducen proteinas, pero juegan roles
importantes en la regulacion génica (RNAcentral Consortium, 2021).

GTEx (Genotype-Tissue Expression Project): ofrece datos sobre la
expresion de ARN en tejidos humanos sanos, proporciona una referencia
importante sobre la expresion génica en diferentes tejidos y poblaciones
(CARITHERS et al., 2015).

Single Cell Expression Atlas: enfocada en datos de expresion de células
individuales, permite la exploracion de la variabilidad de expresion en di-
ferentes tipos celulares y estados celulares, lo cual es crucial para estudios
de transcriptomica a nivel de célula tinica (PAPATHEODOROU et al., 2020).

En cuanto a herramientas bioinformaticas, estan:

DESeq2: es una herramienta de analisis de expresion diferencial
ampliamente utilizada en transcriptomica. Se utiliza para comparar
los niveles de expresion génica entre diferentes muestras y determinar
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qué genes estan diferencialmente expresados. DESeq?2 utiliza modelos
estadisticos para identificar los genes que muestran cambios significativos
en su expresion y ayuda a comprender los patrones de expresion diferencial
(Love et al., 2014).

* edgeR: es otra herramienta popular para el anlisis de expresion diferencial
en transcriptomica. Al igual que DESeq?2, edgeR utiliza modelos estadis-
ticos para detectar genes diferencialmente expresados entre diferentes
condiciones o grupos de muestras. edgeR tiene en cuenta la variabilidad
bioldgica y técnica en los datos de expresion y proporciona estadisticas
y puntuaciones de significancia para identificar genes con cambios sig-
nificativos (LOVE et al., 2014).

* Gene Ontology (GO): es una herramienta que se utiliza para asignar
funciones biologicas a los genes y comprender las caracteristicas
funcionales de los conjuntos de genes identificados en los estudios de
transcriptomica. Utiliza una estructura de ontologia para categorizar
y agrupar genes en términos de sus funciones bioldgicas, procesos y
componentes celulares (KANEHISA y GOTO, 2000).

*  KEGG Pathway Analysis. KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) Pathway Analysis: se utiliza para identificar las vias metabolicas
y las redes de interaccion de genes relacionadas con los conjuntos de
genes diferencialmente expresados. Proporciona una vision mas amplia
de como los genes interactuan y se regulan entre si dentro de un contexto
funcional y de vias metabdlicas especificas (KANEHISA y GoTO, 2000).

Es importante destacar que también se emplean herramientas de visualizacion
como Heatmap y Volcano Plot que son utilizadas en el andlisis de expresion
diferencial en transcriptomica. Los Heatmaps se utilizan para visualizar patrones
de expresion de genes en diferentes muestras o condiciones, donde se representa
la intensidad de expresion mediante colores. Los Volcano Plots representan
graficamente los valores de p-value en funcion del fold-change para resaltar los
genes diferencialmente expresados.

En la tabla 9 se mencionan algunas de las principales herramientas
bioinformaticas utilizadas especificamente en transcriptomica.
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Tabla 9. Bases de datos y herramientas bioinformaticas usadas en transcriptomica

Herramientas de

Bases de datos P Usos Referencias
analisis
GEO (G_ene GEO2R, DESeq2,  Analisis de expresion CLOUGH y
Expression edgeR, limma ¢énica diferencial BARRETT, 2016
Omnibus) £ & Love et al., 2014
ArravExXpress Bioconductor, Analisis de expresion BrazMA et al.,
YEXP limma, pheatmap génica diferencial 2003
TCGA (The cBioPortal, Estudios de expresion WEH\.IST.E IN et al.,
Cancer Genome TCGAbiolinks énica en cAncer 2013; Silva et al.,
Atlas) & 2016
ENCODE DESeq2, STAR, Analisis de expresion The EN.CODE
(Encyclopedia of HTSe énica y regulacion Project
DNA Elements) q & yreg Consortium, 2012
RefSe Kallisto, Salmon, Cuantificacionde ~ PRUITT et al., 2007,
d RSEM transcriptos Bray et al., 2016
GTEx (Genotype- DESeq2, edgeR, Analisis de expresion ~ CARITHERS ef al.,

Tissue Expression)

STAR, HISAT2

en distintos tejidos

2015

Human Protein
Atlas (para datos

DESeq2, edgeR,
limma

Analisis de
transcriptomica en

UHLEN et al., 2015

transcriptomicos) tejido

FastQC, Procesamiento LEINONEN et al.,

SRA (Sequence Trimmomatic, analisis de datos R}I:I A 2011

Read Archive) STAR, HISAT?2, Se
Cufflinks q

miRBase miRDeep2, miranda, Analisis de GRIFFITHS-JONES et
TargetScan microARNs al., 2006
5.3. BASES DE DATOS Y HERRAMIENTAS BIOINFORMATICA USADAS EN

PROTEOMICA

En la protedmica, las bases de datos y herramientas bioinformaticas permiten

la identificacion, caracterizacion y analisis de las proteinas presentes en una
muestra. Estas herramientas permiten realizar analisis de datos, identificar
proteinas, predecir funciones y realizar analisis estadisticos. A continuacion, se
presentan algunas de las principales herramientas bioinformaticas utilizadas en
protedmica (CHEN et al., 2017). En cuanto a bases de datos estan:

» UniProt: base de datos de secuencias y funciones de proteinas (UniProt
Consortium, 2019).
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PDB (Protein Data Bank): base de datos de estructuras tridimensionales
de proteinas y acidos nucleicos (MICHALSKA y JOACHIMIAK, 2021).

PRIDE: base de datos de espectrometria de masas para identificaciones
proteicas (PEREZ-RIVEROL ef al., 2019).

PeptideAtlas: mapa de péptidos basado en datos de espectrometria de
masas (DESIERE ef al., 2006).

ProteomicsDB: base de datos de expresion y cuantificacion de proteinas
(UHLEN et al., 2015).

Human Protein Atlas: base de datos de expresion de proteinas en tejidos
humanos (UHLEN et al., 2015).

PhosphoSitePlus: base de datos de modificaciones postraduccionales en
proteinas (LEE et al., 2006).

BioGRID: Base de datos de interacciones proteina-proteina (STARK ef al.,
2006).

En lo que atafie a herramientas bioinformaticas, se pueden mencionar:

Mascot (Modular Approach to Software Construction Operation and
Test): es una herramienta de bisqueda de identificacion de proteinas
ampliamente utilizada en protedmica. Se utiliza para comparar los
espectros de masas generados por espectrometria de masas con bases de
datos de secuencias proteicas para identificar las proteinas presentes en
una muestra. Mascot utiliza algoritmos de puntuacion para determinar la
probabilidad de que una coincidencia entre un espectro y una secuencia
proteica sea genuina (PERKINS ef al.,1999).

MaxQuant: es una herramienta de andlisis de protedmica cuantitativa
que permite el andlisis de datos de espectrometria de masas basados en
etiquetado de isotopos estables o etiquetado quimico. MaxQuant realiza
la identificacion y cuantificacion de proteinas, asi como el analisis
de expresion diferencial, analisis de enriquecimiento de funciones y
visualizacion de datos (PEREZ-RIVEROL ef al., 2019).

Scaffold: es una herramienta de andlisis y visualizacién de datos
protedmicos. Se utiliza para organizar, visualizar y analizar los resultados
de los experimentos de protedmica. Scaffold permite la identificacion y
cuantificacion de proteinas, la comparacion de muestras y la realizacion de
analisis estadisticos para identificar proteinas diferencialmente expresadas
(SEARLE, 2010).



* STRING: es utilizada para analizar las interacciones proteina-proteina y las
redes de interaccion en protedmica, integra informacion de diferentes bases
de datos para predecir las interacciones entre proteinas y generar redes de
interaccion. Ademas, proporciona informacion sobre las funciones y vias
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bioldgicas asociadas con las proteinas de interés (UHLEN ef al., 2015).

* Perseus: es una herramienta de analisis estadistico utilizada en protedmica.
Permite el analisis de expresion diferencial, analisis de agrupamiento,
analisis de enriquecimiento de vias y otros analisis estadisticos para

identificar patrones y diferencias (WANG et al., 2015).

En la tabla 10 se mencionan algunas de las principales bases de datos y

herramientas bioinformaticas utilizadas especificamente en esta disciplina.

Tabla 10. Bases de datos y herramientas bioinformaticas usadas en proteomica

Herramientas de

Bases de datos s e Usos Referencias
analisis
UniProt BLAST, Anotacion de proteinas  UniProt Consortium,
InterProScan 2019
PRIDE (Proteomics MaxQuant, Pro- Analisis de espectrome- PEREZ-RIVEROL et
Identification Data- teome Discoverer, tria de masas, identifica- al., 2019
base) OpenMS cion de proteinas
PeptideAtlas Skyline, OpenMS Cuantificacién de pro- DESIERE et al., 2006
teinas, validacion de es-
pectros
Human Protein Atlas  Cytoscape, Analisis de expresion pro- UHLEN ef al., 2015
STRING teica en tejidos y células

SWISS-2DPAGE

Melanie, Delta2D

Analisis de electroforesis
en gel bidimensional (2D)

HoOOGLAND et al.,
2004

dbPTM ModPred, Analisis de modificacio- LEE et al., 2006
PhosphoSitePlus  nes postraduccionales
PROSITE ScanProsite Identificacion de domi- SIGRIST ef al., 2013
nios y sitios funcionales
en proteinas
PaxDb Perseus, Cytos- Analisis de abundancia WANG et al., 2015

cape

proteica en diferentes es-
pecies
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54. BASES DE DATOS Y HERRAMIENTAS BIOINFORMATICA USADAS EN
METABOLOMICA

Las herramientas bioinformaticas desempeiian un papel clave en el andlisis
e interpretacion de los datos generados a partir de perfiles de metabolitos. Estas
herramientas permiten el procesamiento, la identificacion y la anotacion de
los metabolitos, asi como el andlisis estadistico y la visualizacion de los datos.
A continuacién, se mencionan algunas de las principales bases de datos y
herramientas bioinformaticas utilizadas en metabolémica. Las bases de datos son.

« LIPID MAPS (Lipid Metabolites and Pathways Strategy): es un recurso
integral de acceso abierto que proporciona herramientas y bases de datos
para la investigacion de lipidos. Su objetivo principal es facilitar el estudio
de la estructura, funcion y dindmica de los lipidos en diversos contextos
biolégicos (FaRY et al., 2005).

* El Metabolomics Workbench es un repositorio internacional que ofrece
acceso a datos y metadatos de estudios metabolomicos. Desarrollado
como parte del programa Common Fund del Instituto Nacional de Salud
(NIH) de EE. UU., su objetivo es facilitar la recopilacion, el andlisis y la
difusion de datos metaboldmicos para la comunidad cientifica (Sup et
al., 2016).

* MetaCyc es una base de datos curada que recopila informacién sobre
rutas metabolicas y enzimas de todos los dominios de la vida. Su objetivo
principal es catalogar de manera exhaustiva las rutas metabolicas
experimentales conocidas, abarcando tanto el metabolismo primario como
el secundario (Casp1 ef al., 2018).

* Reactome es una base de datos de vias biologicas que proporciona
informacion detallada sobre rutas de sefalizacion y metabolismo en
humanos y otros organismos. Se utiliza ampliamente en investigacion
bioinformatica y biologia molecular para explorar las interacciones
moleculares y los procesos bioquimicos en células y organismos.
Reactome permite a los investigadores visualizar y analizar rutas
complejas que incluyen metabolismo, senalizacion celular, transduccion
de sefiales, regulacion de la expresion génica, y procesos de desarrollo
celular (GILLESPIE et al., 2022).

Las herramientas bioinformaticas disponibles son:

* MetScape y KEGG se utilizan para analizar los datos de metabolomica
y comprender las vias metabdlicas y las redes de interaccion implicadas.
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Estas herramientas utilizan bases de datos de vias metabolicas y redes de
interaccion para asignar los metabolitos detectados a vias especificas y
proporcionar una vision mas amplia de los cambios metabolicos asociados
con las condiciones experimentales (X1A ef al., 2009).

* MetaboAnalyst es una herramienta ampliamente utilizada en metabo-
lomica y permite realizar andlisis de expresion diferencial, analisis de
agrupamiento, analisis de enriquecimiento de vias, analisis de correlacion
y visualizacion de datos. MetaboAnalyst integra varias técnicas estadis-
ticas y algoritmos para identificar patrones y diferencias significativas
en los perfiles metabolicos y proporciona una interfaz intuitiva para la
exploracion de los resultados (CHONG et al.,2019; X1a et al., 2009).

*  MetFrag y GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking),
se utilizan para asignar identidades quimicas a los metabolitos detectados
en los datos de metabolomica. Estas herramientas comparan los espectros
de masas experimentales con bases de datos de referencia y utilizan
algoritmos de anotacion para identificar los metabolitos y proporcionar
informacion sobre su estructura quimica y posibles vias metabodlicas
asociadas (TsuGawa, 2018).

*  MS-DIAL. MS-DIAL.: es una herramienta especializada para el analisis
de datos de espectrometria de masas en metabolémica no dirigida. Permite
realizar el procesamiento de datos, identificar y cuantificar metabolitos y
realizar analisis estadisticos. MS-DIAL utiliza algoritmos de agrupamiento
y filtrado para identificar caracteristicas de masa y retencion unicas
y proporciona una interfaz facil de usar para el andlisis de datos de
metabolomica (TSUGAWA ef al., 2020).

Las herramientas de visualizacion, como MetaboAnalyst, Cytoscape y
Heatmaps, se utilizan para visualizar y explorar los datos de metabolomica.
Estas herramientas permiten visualizar perfiles metabolicos, representar las
relaciones entre metabolitos y realizar andlisis de correlacion y agrupamiento.
La visualizacion de los datos de metabolomica es fundamental para identificar
patrones y tendencias en los perfiles metabolicos y comprender las interacciones
entre los metabolitos (CHEN et al., 2017).

En la tabla 11 se mencionan algunas de las principales bases de datos y
herramientas bioinformaticas utilizadas especificamente en esta disciplina.
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Tabla 11. Bases de datos usadas en metabolomica

Bases de datos Herram’u.en.tas Usos Referencias
de analisis
Metabolomics MetaboAnalyst, Analisis de perfiles
Workbench XCMS metabolomicos Sup et al., 2016
HMDB (Human MAVEN, Ident.1ﬁcac'1’0n y WISHART et al.,
Metabolome MetaboAnalvst cuantificacion de 2018
Database) y metabolitos
KEGG (Ky.oto Pathwa}y Analisis de rutas KANEHISA y
Encyclopedia of Analysis, 1
metabolicas Goto, 2000
Genes and Genomes) Cytoscape
.. Identificacion y
LipidMaps L1p1pr10rer, cuantificacion de Fany et al., 2007
LipidSearch g
lipidos
Pathway Tools Analisis de rutas
MetaCyc C Y > metabolicas especificas  Caspief al., 2018
ytoscape d .
€ organismos
Identificacion de
mzMine, compuestos por Horar et al.,
MassBank OpenMS espectrometria de 2010
masas
. Identificacion
ChEBI (Chemical OpenMS, de compuestos HASTINGS et al.,
Entities of Biological oy
I MetFrag y anotacion de 2013
nterest) .
metabolitos
GNPS (Global
Natural Products QIIME, Analisis de productos WANG et al.,
Social Molecular Cytoscape naturales y metabolitos 2016
Networking)
5.5. BASES DE DATOS Y HERRAMIENTAS BIOINFORMATICA USADAS EN OTRAS
OMICAS

La bioinformatica y las ciencias 6micas emergentes como la lipidomica,
glicobmica, metagendmica, epigenodmica, entre otras, son campos interdisciplinarios
en constante evolucion que estan revolucionando la investigacion biologica y
médica. Desde la identificacion de nuevos genes y proteinas hasta el estudio
de las modificaciones epigenéticas y la caracterizacion de las vias metabdlicas,
estas diciplinas estan abriendo nuevas puertas hacia un mayor entendimiento de
la biologia y su aplicacion en la medicina y la biotecnologia (DiNi1z y CANDURI,
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2017). En la tabla 12 se mencionan algunas de las principales herramientas y
bases de datos bioinformaticas utilizadas especificamente en estas disciplinas.

Tabla 12. Bases de datos y herramientas bioinformdaticas usadas en otras omicas

Area Bases de Herram’u.an.tas Usos Bibliografia
datos de analisis
LipidMans LipidXplorer, Identificacion Fany et al.,
Lipidémica . 4Bl p . LipiDex, MS- ibcacion  2007; Kinp et
ipidBlas DIAL cuantificacién al. 2013
de lipidos
AOKI et
GlyTouCan, GlycoWorkbench, Identificacion al., 2016;
Glicémica UniCarbKB, GlycoMod, y anotacion de  CAMPBELL et
GlyGen GlySpace glicanos al., 2014; York
etal., 2020
MG-RAST,
IMG/M QIIME, Analisis de MEYER et al.,
Metagenémica (Integrated MetaPhlAn, comunidades  2008; SCHULTZ
Microbial Kraken?2 microbianas etal., 2015
Genomes)
Roadmap Bismark, Mapeo de ERiozgglriIi)cs
Epigenomica Epigenomics, MethGo, modificaciones CI:) Eso ium
ENCODE MeDIP-seq epigenéticas 2015 ’
CPIC (Chmca_l Prediccion WHIRL-
Pharmacogenetics d
. e respuestas CARRILLO
- PharmGKB, Implementation . )
Farmacogenémica . a farmacos etal.,2012;
DrugBank Consortium) ,
S segun el perfil  WISHART et al.,
guidelines, enético 2018
PharmCAT &
6. MEDICINA DE PRECISION Y ENFOQUE OMICO

En el pasado, la medicina se practicaba mediante la evaluacion de signos y
sintomas y se basaba unicamente en el conocimiento del médico individual y era
medicina de la intuicién. Actualmente, la medicina se basa en la investigacion
cientifica, incluidos los ensayos clinicos, y es una medicina basada en la evidencia.
En las tltimas décadas, la medicina basada en la evidencia dio surgimiento a la
medicina traslacional, que trata de combinar la investigacion fundamental con
la clinica experimental, ademas comprende otros niveles de necesidades de base
social mas que individual (figura 21) (PamwmI ef al., 2023).
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Figura 21. Evolucion de la medicina
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Nota. Se muestran los cambios que ha sufrido la medicina gracias al avance de las
ciencias omicas.

Durante los ultimos afios, las ciencias 6micas han revolucionado la medicina
traslacional con su aplicacion integrada y con las tecnologias clinicas que amplian
el conocimiento fisiopatologico de las enfermedades humanas. Es asi como en un
futuro la medicina se practicard mediante algoritmos basados en el fenotipo, el
genoma, el epigenoma u otros datos dmicos del paciente que individualizaran el
tratamiento, lo que constituye la medicina de precision con un enfoque omico que
implica un conjunto de valoracion integral de moléculas (NAITHANI ef al., 2021).

La medicina de precision ofrece una forma de cambiar los enfoques clinicos
que brindan opciones precisas de prevencion, diagnostico y tratamiento. Con el
desarrollo de las tecnologias de NGS la medicina de precision se esta volviendo
atractiva y practica, lo que representa una gran promesa para el futuro de la
medicina (NAITHAN ef al., 2021). La combinacion de estudios de metabolomica,
gendmica, transcriptomica, protedmica y epigendmica conducira a una mejor
comprension de la fisiopatologia de la enfermedad como por ejemplo en el cancer
(NAkAGAWA y Fuita, 2018). Por lo tanto, este punto de vista se considera un
paso clave hacia la medicina de precision.

Las ciencias 0micas, describe tecnologias experimentales de alto
rendimiento que proporcionan las herramientas para monitorear ampliamente
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el desarrollo de la enfermedad a nivel molecular que se enfoca en grandes
datos (PamwmI et al., 2023).

Lamedicina gendmica esta en el corazon de la medicina de precision. Genome
Wide Association Studies (GWAS) y Whole Exome Sequencing (WES) son
nuevas herramientas en el campo de la gendmica para comprender variantes
asociadas de enfermedades multifactoriales comunes (NAITHAN et al., 2021).
Los avances genomicos tienen el potencial de revolucionar la medicina y la
salud publica. El valor de la multiomica para estudiar diversos aspectos en
las enfermedades obliga a integrar la multidmica utilizando herramientas de
aprendizaje automatico (Pamwmi ef al., 2023).

CONCLUSIONES

En el capitulo se indagd por el panorama general de las ciencias 0micas,
abarcando areas como la gendmica, la protedmica, la transcriptomica, la
metabolomica y otras dmicas, proporcionando una comprension integral de
estas disciplinas. Se resalto el papel transformador de las ciencias dmicas en la
investigacion biomédica y la biotecnologia, brindando nuevas herramientas y
enfoques para comprender la complejidad de los sistemas bioldgicos a niveles
molecular y sistémico.

La historia de las ciencias émicas se presentd de manera precisa, desde los
primeros avances hasta los proyectos mas recientes, como el Proyecto Genoma
Humano, el Proyecto ENCODE vy otros proyectos emergentes en el campo.

El capitulo también abordo la importancia de la era multiomica y la integracion
de datos multiémicos, junto con el papel fundamental de la bioinformatica y el
analisis de datos en estas areas. Ademas, se planted la necesidad continua de
investigacion y desarrollo en el campo de las ciencias dmicas, con el objetivo
de superar desafios técnicos, asi como de aprovechar todo su potencial para
beneficio de la sociedad.

Se ha destacado el impacto de la medicina de precision y el enfoque 6mico en
la investigacion, subrayando el potencial de estas tecnologias para la mejora de
la salud humana. Se enfatiz6 la importancia de la colaboracion interdisciplinaria
entre cientificos, bioinformaticos, médicos y otros profesionales de la salud
para maximizar el potencial de las ciencias dmicas en la mejora de la medicina
personalizada y la salud publica.
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1. INTRODUCCION

La revolucion en las ciencias bioldgicas ha sido impulsada en gran medida
por la incursion de las ciencias dmicas en el campo de la investigacion. Estas
disciplinas, que abarcan la gendmica, la transcriptomica, la protedmica y la
metabolomica, representan un conjunto de herramientas analiticas de vanguardia
que han desvelado las intricadas redes moleculares y los secretos celulares que
subyacen en los sistemas biologicos. En este capitulo se exploran las principales
técnicas omicas que han transformado el entendimiento de la biologia,
descubriendo las incognitas del genoma, la expresion génica, las proteinas y los
metabolitos, asi como su impacto en la investigacion cientifica actual.

Las principales técnicas utilizadas en las ciencias dmicas emplean herra-
mientas analiticas de alto rendimiento que permiten generar y estudiar grandes
cantidades de datos, revelando asi la complejidad y la interconexion de los sis-
temas biologicos. Estos datos forman parte de una via de informacion biologica
diversa integrada, por lo tanto, es importante tener en cuenta que la salida de
datos depende de la entrada y de los mecanismos de regulacion que se producen
entre ellos.

Conocer los fundamentos de las diferentes técnicas de secuenciacion NGS,
los microarreglos o, incluso, la espectrometria de masas, la espectroscopia de
Raman y las iméagenes de resonancia magnética —entre otras— brindaran una
mejor comprension de la arquitectura genética, la expresion génica, la estructura
proteica y los metabolitos en los diferentes sistemas biologicos.

2. TECNICAS EN GENOMICA

La gendémica actual se fundamenta principalmente en el uso de técnicas y
métodos analiticos de alto rendimiento, los cuales han demostrado ser precisos
y eficientes. Cada una de estas técnicas tiene aplicaciones y beneficios propios,
que permiten analizar y comprender diferentes aspectos de la genética y la
biologia de los organismos vivos (REUTER ef al., 2015). Gracias a estas técnicas,
se ha logrado una mejor comprension en la genética de enfermedades comunes
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y huérfanas, asi como el estudio de genomas completos, variaciones genéticas,
expresion génica y otros aspectos de la gendémica.

En la tabla 13 se presentan las tecnologias de alto rendimiento utilizadas en
la gendmica, las cuales permiten realizar estudios mas profundos y detallados
de los organismos vivos.

Tabla 13. Tecnologia de alto rendimiento en genomica

Tecnologia
de alto Datos s .
rendimiento en obtenidos Bases de datos Usos principales Referencia
gendmica
NGS (Secuencia- SNP, varian- DDBJ, Gen- Anadlisis estructuraly GOODWIN et
ciéon de Nueva tes VNTR Bank, ENA funcional del genoma al. (2016)
Generacion)
Secuenciacionde Secuenciasde DDBJ, Gen- Mutaciones enenfer- M AR DI S
genoma completo todo el geno- Bank, ENA medades complejas, (2017)
(WGS) ma estudios de pobla-
ciones

Secuenciacionde Variantes en DDBJ, Gen- Diagndstico de enfer- BAMSHAD et
exoma completo regiones co- Bank, ENA medades hereditarias  al. (2011)
(WES) dificantes
Secuenciacionde Variabilidad ArrayExpress, Heterogeneidad ge- WANG y
una célula en células in- NCBI SRA nética, estudios en Navin(2015)

dividuales cancer
Secuenciacion di- UCSC Genome, Mutaciones especi- MELDRUM et
rigida Genes espe- NCBI SRA ficas, farmacogend- al. (2011)

cificos o re- mica

giones
Microarreglos CNV, SNP GEO, ArrayEx- Variacionenelnime- LAFRAMBOI-

press ro de copias, perfiles sg (2009)
de variacion genética

Genotipificacion SN Ps en NCBI dbSNP Genética de pobla- ELSHIREetal.
por secuenciacion poblaciones ciones, mejoramiento (2011)
(GBS) genético

Nota. Resalta tecnologias clave y sus aplicaciones en el analisis gendémico,
considerando bases de datos relevantes para almacenamiento y consulta de datos

gendmicos.

A lo largo de la historia, la secuenciacion del ADN ha experimentado un
progreso significativo y ha generado una revolucion en la comprension de la
genética y abriendo nuevas perspectivas en la investigacion cientifica. Desde el
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histérico descubrimiento de la estructura del ADN en 1953 por Watson, Crick y
Franklin, se han logrado importantes hitos en esta area. En 1965, Robert Holley
llevé a cabo la secuenciacion del primer ARNt, y tan solo siete afios después,
en 1972, Walter Fiers se convirtid en el primero en secuenciar un gen completo
(PIERREL, 2012; BARCISZEWSKA et al., 2016). En particular, Fiers secuencio el
gen MS2 que codifica la proteina de la cubierta del bacteriofago. Para lograr este
avance se utilizaron enzimas ARNasas para digerir el ARN del virus, aislando
luego los oligonucleotidos que conforman el gen, y finalmente los separaron
mediante técnicas de electroforesis y cromatografia (PIERREL, 2012).

Los sistemas de electroforesis también han impulsado el desarrollo de las
técnicas de NGS (BEeHJATI ef al., 2013; Hu et al., 2021). El primer sistema de
electroforesis en gel de agarosa automatica fue desarrollado por SMITH y sus
colegas en el afio 1962. Las principales diferencias entre este método y los
convencionales radica en el marcaje y el nimero de reacciones (SMITH, 1991).
En lugar de utilizar un solo fluorocromo, se etiquetaron los cuatro nucleotidos
con fluorocromos de diferentes longitudes de onda de emision fluorescente, lo
que permitio6 reducir las cuatro reacciones a una sola. Este enfoque demostrd una
optimizacion en el tamario del gel (como el didmetro y la longitud), las condiciones
de la electroforesis (como la corriente y la temperatura), asi como en los aspectos
opticos y electronicos usados en la adquisicion de datos y el software utilizado
para el analisis de datos (SMITH, 1991).

Por otro lado, Cohen y sus colaboradores demostraron el uso de capilares
rellenos de gel de poliacrilamida para lograr la separacion de un solo nucle6tido
marcado de los oligonucle6tidos de ADN mediante la deteccion por UV (COHEN et
al.,1988). Posteriormente, Swerdlow y Gesteland mejoraron esta técnica mediante
el uso de fluorescencia ultrasensible, lo que resulté en una mejora notable en la
velocidad, resolucion y eficiencia en comparacion con los métodos anteriores
(SWERDLOW y GESTELAND, 1990).

Ademas, HUANG y su equipo desarrollaron la secuenciacion del ADN
utilizando la electroforesis de matriz capilar, la cual permite una separacion
paralela répida seguida de la deteccion en columna mediante un escéner de
fluorescencia confocal multicolor. Esta técnica ha demostrado ser altamente
eficiente y ha contribuido significativamente al avance de la secuenciacion del
ADN (HUANG et al., 2023).

En el campo de la gendémica las diversas técnicas de alto rendimiento
permiten analizar y secuenciar grandes cantidades de informacion genética. A
continuacion, se mencionan algunas de las técnicas, partiendo de los primeros
métodos de secuenciacion de primera generacion hasta las modernas técnicas
de segunda, tercera y cuarta generacion.
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2.1. SECUENCIACION DE PRIMERA GENERACION

Los métodos de secuenciacion de primera generacion se fundamentaron en
la fragmentacion quimica o terminacion de cadena con didesoxinucledtidos
(ddNTP) combinados con la separacion por tamafio mediante electroforesis en gel.

2.1.1. TEcNIcA DE MAxam Y GILBERT

Las técnicas de secuenciacion de

Fundamento: se baso en la capacidad de | PTIMEra generacion S¢ originaron

ciertos reactivos quimicos para romper de | con Allan Maxam y Walter Gilbert

manera controlada el ADN en posiciones | en 1970. Una vez se extraia el ADN

especificas. mediante técnicas convencionales,

este se radiomarcaba y se trataba con

varios productos quimicos que rompian la cadena de ADN en bases especificas
(MARTIN et al., 2020).

Posteriormente, estos fragmentos se separaban mediante la electroforesis
en geles de poliacrilamida, con el objetivo de determinar la posicién de cada
nucledtido, mediante el analisis de las bandas resultantes se determinaba la
secuencia del fragmento. La visualizacion de las bandas se lograba mediante el
uso de marcadores radioactivos. Aunque esta técnica fue un hito en la gendmica,
presentaba limitaciones en términos de escalabilidad y costo (figura 22).

Figura 22. Método de secuenciacion Maxam y Gilbert
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2.1.2.  TECNIcA DE SANGER

Esta técnica fue desarrollada en
Fundamento: la técnica de Sanger se funda- | la década de 1970 por Frederick
menta enlg s.intesis controlada de fragmc?ntos Sanger y permitio la secuenciacion
de ADN utilizando ADN polimerasay dideo- | o foctiva del ADN. Sanger introdujo
xinucle6tidos (ddNTPs) como terminadores L . .
de la cadena de ADN durante la replicacion. u,na te,c nica reV()luClor%ana basadg ?n la
sintesis del ADN mediante la actividad
enzimatica de la ADN polimerasa.
También utilizé analogos quimicos de los desoxinucle6tidos (ANTP) llamados
didesoxinucledtidos (ddNTP), este método implicaba el uso de un cebador de
ADN marcado, etiquetado con fluorescencia radiacion (PAREEK et al., 2011).

La principal innovacion de esta técnica radico en la incorporacion selectiva de
ddNTPs, los cuales actuaban como finalizadores de la cadena de ADN durante
la sintesis in vitro. En cada reaccion, se incorporaba un ddNTP que actuaba
como un inhibidor, deteniendo la elongacion de la cadena por parte de la enzima.
Ademas, inicialmente estos ddNTPs se marcaban con radioisotopos de p32 para
su deteccion y analisis (MARTIN et al., 2020).

Cada una de las reacciones en el método de Sanger se realiza de manera
individual. En cada reaccion se utiliza un didesoxinucledtido trifosfato marcado
con un isotopo radiactivo, el cual actiia como un agente de terminacion para la
reaccion. Posteriormente, las reacciones se separan en un gel de poliacrilamida
y mediante una autorradiografia, se pueden visualizar los distintos fragmentos
de ADN vy asi determinar la secuencia.

Este enfoque de secuenciacion permitié obtener fragmentos de ADN de
diferentes tamafnos y marcados con precision, los cuales luego podian ser
separados y analizados en geles de electroforesis para determinar la secuencia
de nucleétidos de la cadena original (PAREEK ef al., 2011). Después de separar y
visualizar los fragmentos de ADN, la secuencia se leia manualmente a partir del
patron de las cuatro carreras paralelas para cada uno de los nucleotidos (figura 23).
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Figura 23. Secuenciacion enzimdtica Sanger
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Nota. La figura ilustra el proceso de secuenciacion de Sanger en tres etapas: primero,
se extrae el ADN de una muestra mediante lisis celular y se purifica utilizando perlas
magnéticas. Luego, se amplifica el ADN en una PCR con nucleodtidos terminadores
fluorescentes (ddNTPs) que generan fragmentos de diferentes longitudes. Finalmente,
los fragmentos se separan por electroforesis capilar y un detector laser identifica la
secuencia de bases, generando un cromatograma para su analisis.

En 1987, Leroy Hood y Michael Hunkapiller desarrollaron el ABI 370, un
instrumento que automatiza el proceso de secuenciacion de Sanger. Su logro
innovador mas importante fue el etiquetado automatico de fragmentos de ADN
con colorantes fluorescentes en lugar de moléculas radiactivas (PERVEZ et al.,
2022a). Este cambio no solo hizo que el método fuera mas seguro, sino que
también permitio que las computadoras analizaran los datos adquiridos.

El método de Sanger sigue siendo utilizado actualmente con mejoras,
utilizando ddNTP marcados con fluorocromos y la electroforesis capilar (CE) y
analisis con software especializado. Estas mejoras han allanado el camino para
nuevas tecnologias secuenciacion del ADN, NGS (MARTIN et al., 2020).

Existen diversas limitaciones asociadas a las técnicas de secuenciacion de
primera generacion.
* Con el método de Sanger solo se pueden secuenciar fragmentos cortos
de ADN de aproximadamente 300 a 1.000 pares de bases (pb).

* Lacalidad de una secuencia de Sanger a menudo no es muy buena en las
primeras 15 a 40 bases, porque aqui es donde se unen los cebadores.

» Lasecuenciacion se degrada después de 700 a 900 bases.

*  Enprimer lugar, el principal inconveniente radica en la generacion y analisis
de solo una secuencia por carril de electroforesis o tubo capilar. Esto limita
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la capacidad de obtener multiples secuencias simultdneamente, lo que resulta
en un proceso mas lento y menos eficiente (MARTIN ef al., 2020).

* Elrendimiento de las técnicas es generalmente mas bajo en comparacion
con las tecnologias de NGS, lo que significa que se obtiene menos
informacion en cada experimento. El alto costo asociado con estas técnicas
es otro factor limitante, es mas costosa que la secuenciacion de segunda
o tercera generacion por base secuenciada.

En conclusion, la era de la gendmica inicio6 a finales de la década de 1980,
cuando se realizaron modificaciones al método de Sanger para permitir la
secuenciacion automatizada y masiva, asi como su integracion con software de
analisis incorporado en computadoras. Durante ese tiempo, se lograron avances
significativos en la automatizacion de la secuenciacion del ADN, con el desarrollo
de secuenciadores automaticos equipados con laseres y detectores que registraban
la emision de luz generada durante la sintesis de ADN. Asimismo, se crearon
programas de andlisis que facilitaban la interpretacion y procesamiento de los
datos generados, permitiendo la identificacion de secuencias de nucleotidos y su
comparacion con bases de datos gendmicas existentes. Estos avances sentaron
las bases para la gendmica moderna y abrieron nuevas posibilidades en la
investigacion cientifica y médica.

Desde entonces, la tecnologia de secuenciacion ha seguido evolucionando,
dando lugar a la aparicion de nuevas técnicas de NGS, que permiten la
secuenciacion masiva, rapida y asequible de genomas completos (SATAM ef al.,
2023). Estos avances continian impulsando la gendmica y su aplicacion en la
investigacion cientifica y la medicina.

2.2. SECUENCIACION DE SEGUNDA GENERACION

Las técnicas de segunda generacion se conocen como NGS, estas técnicas
surgieron a finales de la década de 2000 y revolucionaron la gendémica al
permitir secuenciar grandes cantidades de ADN de manera simultanea debido
a sus plataformas de alto rendimiento de secuenciacion paralelas y rapidas que
promueven el grado de cobertura de secuencia y precision de lecturas individuales.

Estas técnicas se fundamentan en la amplificacion, la sintesis secuencial
y la deteccion de sefiales fluorescentes como medio para obtener millones de
secuencias de ADN de manera simultdnea, utilizan plataformas que permiten
llevar a cabo simultaneamente miles de millones de procesos de secuenciacion en
paralelo sobre una superficie deslizante, como vidrio o perlas (Satam et al., 2023).
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Este enfoque multiplexado (capacidad de secuenciar multiples muestras
de ADN en paralelo en un solo experimento) mejora significativamente el
rendimiento y reduce el costo de la secuenciacion, ya que se pueden obtener
grandes cantidades de datos de secuenciacion en un solo experimento. La
evolucion de los diferentes sistemas de electroforesis, marcajes quimicos, mayor
automatizacion en el laboratorio, el uso de computadoras y la miniaturizacion de
las reacciones han permitido el avance en esta tecnologia (SATAM et al., 2023).
Estas técnicas utilizan diferentes plataformas, como Illumina, Ion Torrent y
PacBio entre otras, que generan millones de secuencias cortas o largas de ADN
en paralelo (PERVEZ et al., 2022a).

2.2.1.  PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LAS TECNICAS DE NGS

A pesar de la amplia gama de tecnologias NGS disponibles, los pasos bésicos
para secuenciar ADN y ARN son similares y estdn basados en los fundamentos
de la secuenciacion de Sanger con algunas modificaciones importantes (SATAM
et al., 2023).

* Preparacion de las muestras y bibliotecas: como primer paso, se realiza
la extraccion del ADN/ARN, estas moléculas son fragmentadas y clonan
para formar una biblioteca de ADN. Los fragmentos se unen con moléculas
adaptadoras que actian en la hibridacion de los fragmentos de la biblioteca
con la matriz y proporcionan un sitio de cebado.

* Amplificacion y secuenciacion: la biblioteca se convierte en moléculas
monocatenarias por desnaturalizacion. Durante la amplificacion por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se crean grupos de moléculas
de ADN. Todos los grupos realizan reacciones individuales durante una
sola ejecucion de secuenciacion.

» Salida y andlisis de datos: la salida de un experimento de secuenciacion
depende de la tecnologia y la quimica de secuenciacion. Algunos secuen-
ciadores generan senales de fluorescencia que se almacenan en archivos
de salida especificos y otros pueden generar sefiales eléctricas que se
almacenan en los formatos de archivo correspondientes. Generalmente,
la cantidad de datos generados, los datos sin procesar, es muy grande. Di-
chos datos requieren un procesamiento por diferentes plataformas de
bioinformatica (SATaMm et al., 2023).

A continuacion, se describen algunas de las tecnologias de segunda generacion
mas utilizadas.



CAPITULO 2. PRINCIPALES TECNICAS OMICAS 109

22.2. PIROSECUENCIACION

Fundamento: se fundamenta en la medicion de la En. 1996, Mostafa Ronaghi,
sintesis de ADN por la deteccion de la luminiscencia | Mathias Uhlen y Pal Nyfen
generada por la liberacion de pirofosfato (PPi) introdujeron una nueva técnica
durante. la‘ jncorporacién de nucledtidos en la | e secuenciacion por sintesis
secuenciacion de ADN.

de ADN llamada pirosecuen-
ciacion, esta nueva técnica uti-
liza el método luminiscente para medir la sintesis de pirofosfato (HARRINGTON et
al., 2013). Este método marco un hito en la secuenciacion del ADN y fue pionero
en las técnicas de segunda generacion. A continuacion, se describe brevemente.

2.2.2.1. Preparacion de las muestras y bibliotecas

El ADN extraido de la muestra que se quiere secuenciar se divide en
fragmentos mas cortos, generalmente de unos pocos cientos de pares de bases de
longitud. Estos fragmentos se unen a adaptadores especificos en sus extremos,
que contienen secuencias de reconocimiento para la amplificacion.

2.2.2.2. Amplificacion y secuenciacion

En la pirosecuenciacion, el proceso de amplificacion del ADN tiene lugar dentro
de microgotas de agua que se dispersan en una solucion de aceite, técnica conocida
como PCR en emulsion (emPCR). Cada gota contiene una sola plantilla de ADN
y las enzimas necesarias para la amplificacion por PCR. La molécula de ADN
se une a una perla recubierta de cebador, donde se producen multiples copias del
fragmento de ADN original mediante ciclos repetidos de amplificacion, lo que da
como resultado la formacion de colonias clonales (figura 24). Esta amplificacion
clonal permite la amplificacion de plantillas de ADN individuales, lo que permite
la secuenciacion de multiples moléculas de ADN en paralelo (SLATKO et al., 2018).

La maquina de secuenciacion utilizada en la pirosecuenciacion consta de
numerosos pocillos con un volumen de picolitros, que contiene una sola petrla
y las enzimas para secuenciacion. Cada microgota se fusiona con una esfera
de captura que contiene enzimas de secuenciacion y nucleétidos marcados con
fluoréforos especificos para cada nucledtido (HARRINGTON et al., 2013).

2.2.2.3. Salida y andlisis de datos

El proceso de secuenciacion implica la adicion de nucleodtidos individuales
a la plantilla de ADN. A medida que se agrega cada nucleotido durante la
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secuenciacion, se libera PPi que se transforma en ATP que es detectado por la
enzima luciferasa (oxiluciferina se transforma en luciferina), y genera una sefial
luminosa. La maquina de secuenciacion detecta la luz emitida y la intensidad de la
luz corresponde a la identidad del nucledtido agregado. Al detectar la luz emitida
durante la secuenciacion, la pirosecuenciacion genera lecturas de secuencias que
brindan informacion sobre la secuencia de ADN. Estas secuencias se ensamblan
posteriormente utilizando algoritmos bioinformaticos para generar la secuencia
completa del ADN original (figura 24).

Figura 24. Secuenciacion por pirosecuenciacion
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Nota. La figura representa el proceso de pirosecuenciacion en tres fases. Primero,
el ADN se desnaturaliza, se fragmenta con enzimas, se le afiaden adaptadores y
se amplifica mediante PCR en emulsion. Luego, en la etapa de secuenciacion, una
polimerasa incorpora nucleotidos, generando una reaccion en cascada que involucra a las
enzimas apirasa, sulfurilasa y luciferasa, produciendo una sefial luminosa cada vez que
se aflade un nucleotido. Finalmente, los datos se analizan en un pirograma, visualizando
la secuencia de ADN en un sistema de secuenciacion, como el 454 GS junior.

Los instrumentos desarrollados para llevar a cabo esta técnica han permitido un
paralelismo masivo de reacciones de secuenciacion. Esto significa que se pueden
realizar simultdneamente miles de millones de reacciones de secuenciacion en
una sola ejecucion. Esta capacidad de secuenciacion masiva revoluciond el campo
de la secuenciacion del ADN al aumentar de manera significativa la cantidad
de ADN que se puede secuenciar en un solo experimento (SLATKO ef al., 2018).

El secuenciador Roche GS-FLX 454 desarrollado en 2005 fue el primer
secuenciador en automatizar completamente el proceso de pirosecuenciacion
en una sola maquina automatizada. Aunque la pirosecuenciacion ha sido
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reemplazada en gran medida por tecnologias de secuenciacion mas nuevas,
desempeno un papel importante en el avance del campo de la secuenciacion de
ADN y proporcion6 informacion valiosa sobre el analisis de ADN. Su desarrollo
y utilizacion allanaron el camino para la innovacion y el progreso continuos en
el campo de la secuenciacion de alto rendimiento.

2.2.3.  SECUENCIACION POR LIGACION Y DETECCION DE OLIGONUCLEOTIDOS
(SOLID)

Latécnica de secuenciacion SOLID fue desarrollada por Applied Biosystems,
genera fragmentos de ADN y se unen a adaptadores especificos mediante una
ligacion enzimatica (CARRILLO, 2010). Después de la amplificacion, se realiza una
ligadura de oligonucledtidos cortos, conocidos como oligos de color que permiten
la deteccion del ADN secuenciado. A continuacion, se describen los pasos.

2.2.3.1. Preparacion de las muestras y bibliotecas

Se inicia con una preparacion de la muestra en la que se realiza una
fragmentacion del ADN (digestion con enzimas de restriccion y/o sonicacion)
y la adicion de dos tipos de adaptadores universales que se deben ligar a los
fragmentos de ADN (pl y p2). Estos adaptadores contienen secuencias conocidas
en ambos extremos, lo que permite la amplificacion y la fijacion de los fragmentos
de ADN en una matriz solida, como un dispositivo en cristal o una microesfera
(YEGNASUBRAMANIAN, 2013).

2.2.3.2. Amplificacion y secuenciacion

Luego, se realiza una amplificacion por PCR para generar millones de copias
de los fragmentos de ADN unidos a los adaptadores. La amplificacion comienza
con la hibridacion de la secuencia con las nanoesferas, que tienen secuencias que
van a hibridar con las secuencias del adaptador pl, luego se hace un proceso de
emulsion, en el que se colocan los reactivos de la PCR con aceite.

Posteriormente, se realiza la desnaturalizacion, anillamiento de un fragmento
de ADN con la nanoesfera, la polimerasa amplifica dicho fragmento que ser el
oligo forward, este fragmento se vuelve a desnaturalizar, el fragmento de la nueva
sintesis hibrida con otro fragmento de la nanoesfera por su extremo p1, estos dos
fragmentos se replican aumentando la cantidad de fragmentos que hibridaron
con P1. Las esferas vacias se retiran colocando nanoesferas de poliestireno que
hibridan con secuencias de p2. Una vez las nanoesferas de interés esta separadas
se colocan en una placa de vidrio para fijarlas (YEGNASUBRAMANIAN, 2013).
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El proceso de secuenciacion implica el ADN a secuenciar, la ligasa, el primer
pl, y sondas octameras, cada una de las cuales consta de dos bases especificas
(extremo 3’). Las bases especificas de la sonda pueden ser cualquiera de las 16
combinaciones posibles de dos bases. Dependiendo de las bases sera el color del
marcaje de la sonda. A continuacion, hay tres bases universales se pueden unir
a todas las bases y la tres bases con marcador fluorescentes al final que impide
que la ligasa actte.

Laligacion comienza cuando el primer pl se une a la secuencia de ADN, luego
se une la sonda. La plantilla es interrogada por sondas que representan las 16
combinaciones de dos bases. Por ejemplo, si las bases especificas complementarias
al molde son AT, se utiliza la sonda correspondiente. Después del recocido y
ligadura de la sonda, se registra la fluorescencia (YEGNASUBRAMANIAN, 2013).
Luego de la unién se retira el marcaje de la sonda con laser y se elimina la
fluorescencia que fue detectada por el equipo. Al quedar la sonda con el extremo
5'libre este se fosforila para permitir la unién de otra sonda marcada con
fluorescencia y se repite el ciclo.

A continuacion, la siguiente sonda se templa y se liga, y el cebador (n) se
extiende por completo a lo largo de siete ciclos de ligadura. El producto extendido
del cebador (n) se desnaturaliza del adaptador/plantilla y la segunda ronda de
secuenciacion se realiza mediante cebador (n-1).

2.2.3.3. Salida y andlisis de datos

Mediante el uso de cebadores desplazados progresivamente, las bases
adaptadoras se secuencian y esta secuencia conocida, junto con la codificacion
del espacio de color, se utiliza para determinar la secuencia de la plantilla a través
de la de convolucion.

El analisis de datos se realiza con el sistema 2 base enconding que se basa
en una carta de colores que determina las secuencia de la primera y segunda
base. Se analiza cada nanoesfera para determinar el ultimo nucledtido de esta
y el color de la fluorescencia para determinar la base a la que corresponde
(YEGNASUBRAMANIAN, 2013). En esta tecnologia, cada base de plantilla se
interroga dos veces para garantizar la precision en la secuenciacion (figura 25).
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Figura 25. Secuenciacion por ligacion y deteccion de oligonucledtidos (SOLiD)
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Nota. La figura describe la secuenciacion por ligacion en tres pasos: primero, el
ADN se prepara mediante la adicion de adaptadores especificos y se inmoviliza en una
superficie. Luego, en la etapa de secuenciacion, sondas fluorescentes, marcadas con
colores correspondientes a cada base (A, T, C, G), se ligan a secuencias especificas en
el ADN inmovilizado, emitiendo sefales de fluorescencia al unirse. Finalmente, estas
sefales se detectan y analizan para obtener la secuencia completa, utilizando polimerasas
de alta fidelidad para asegurar precision en la identificacion de cada base.

La secuenciacion SOLiD ofrecio alta precision y se empled para aplicaciones
como la secuenciacion del genoma completo, la resecuenciacion y el andlisis de
metilacion del ADN.

2.2.4.  SECUENCIACION ILLUMINA

Fundamento: se apoya en la amplificaciéon de En 1998, Shankar Balasubra-
fragmentos de ADN, su anclaje en una superficie | manian y David Klenerman

sohqa, la sintesis de qa}denas complementarias desarrollaron y adaptaron el
mediante la incorporacion de bases fluorescentes Y
proceso de secuenciacion por

y la deteccion de la sefial luminosa generada en ; . .
cada incorporacion. sintesis para un nuevo método

que utiliza colorantes fluores-
centes en la empresa Solexa. La tecnologia de Solexa también forma la base de
los secuenciadores de Illumina, que dominan el mercado actual. El método se
basa en la secuenciacion por sintesis (SBS) (KUMAR et al., 2019).
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En este método, se utiliza una mezcla de ADN polimerasa, cebadores y
cuatro nucledtidos deoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP) con marcadores
fluorescentes especificos para cada base. La adicion de una base ocurre de
forma secuencial gracias al grupo hidroxilo en el extremo 3’-OH de los ANTP.
Al finalizar la reaccion de secuenciacion, se eliminan la ADN polimerasa y los
dNTP no utilizados, luego, se agrega una solucién tampon para la excitacion de
la fluorescencia, y la sefial fluorescente es registrada por un equipo optico. Este
proceso repetitivo permite la lectura secuencial de millones de fragmentos de
ADN, lo que resulta en la secuencia completa de la muestra original (KuMAR
et al., 2019).

2.2.4.1. Preparacion de la muestra y biblioteca

Para realizar la secuenciacion de ADN o ARN, primero se extrae el material
genético de la muestra bioldgica y se cuantifica su cantidad y se evalia su
calidad. A continuacion, el ADN o ARN se fragmenta en trozos mas pequenos
y se afiaden adaptadores, que son secuencias de ADN necesarias para su union
a la plataforma de secuenciacion de Illumina y para los pasos posteriores de
amplificacion y secuenciacion.

2.2.4.2. Amplificacion y secuenciacion

El primer paso en la secuenciacion de las plataformas Illumina es la
amplificacion clonal e inmovilizacion de cada fragmento de ADN. La
amplificacion clonal es necesaria para generar una sefial lo suficientemente fuerte
para su deteccion. Durante este proceso se crea un racimo o perla que contiene
aproximadamente 1.000 copias idénticas de una inica molécula de ADN madre,
que estan fisicamente aisladas de otras moléculas.

En la secuenciacion de Illumina, las moléculas de ADN se unen a cebadores en
un portaobjetos y se someten a un proceso de amplificacion llamado amplificacion
de puente. Durante esta etapa, las moléculas de ADN se amplifican para formar
grupos donde se encuentran multiples copias del mismo fragmento de ADN en
una pequena area del portaobjetos (Kumar et al., 2019).

El método de amplificacion de puente se basa en la marcacion de los
fragmentos de ADN con adaptadores. Estos fragmentos marcados se unen a una
matriz de oligonucledtidos complementarios en una celda de flujo. Utilizando
una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en fase solida, se generan clones
a partir de cada hebra de ADN unida a la celda original (KuMAR et al., 2019).
Esta amplificacion clonal e inmovilizacion de los fragmentos de ADN prepara
la muestra para el proceso de secuenciacion (figura 26).
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Los secuenciadores Illumina utilizan una celda de flujo que contiene perlas con
secuencias complementarias aparte del adaptador presente en los fragmentos de
ADN. La concentracion adecuada de ADN de entrada es esencial para garantizar
que solo se una un fragmento de ADN por perla y para que los fragmentos estén
espaciados correctamente en la celda de flujo.

Durante la secuenciacion, se agregan los cuatro nucledtidos marcados con
fluorescencia, compitiendo por un lugar en la secuencia. El nucle6tido marcado
complementario se une, pero un bloqueador evita la adicion de mas de un
nucleétido en cada ronda (quimica de terminacion reversible). Los nucleotidos no
unidos se eliminan mediante lavado. La excitacion con laser produce una emision
fluorescente que se registra simultdneamente para cada grupo de fragmentos de
ADN (KUMAR et al., 2019).

Figura 26. Secuenciacion Illumina
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Nota. La figura muestra el proceso de secuenciacion por sintesis de illumina en tres
pasos: en la primera etapa, el ADN se desnaturaliza, se fragmenta con enzimas, se le
afnaden adaptadores y se carga en una flowcell. En la etapa de secuenciacion, se realiza
una PCR en puente (Bridge PCR) para amplificar el ADN, formando grupos o clusters
de secuencias idénticas en la flowcell. Luego, cada base se incorpora secuencialmente,
emitiendo una senal fluorescente que es detectada para identificar la secuencia.
Finalmente, en la fase de salida y analisis, los datos de secuenciacion se registran en
archivos FASTQ y se someten a verificacion de calidad, visualizando la precision de
la lectura en un grafico por posicion de base.

2.2.4.3. Salida y andlisis de datos

Después de obtener las imagenes de los nucledtidos marcados, se realiza el
andlisis para determinar la secuencia de los fragmentos de ADN. La intensidad
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de la sefial de fluorescencia en cada posicion indica el nucledtido incorporado, y la
secuencia se determina segun el orden de las adiciones de nucleotidos (figura 26).

Cabe destacar que los detalles especificos y los kits utilizados pueden variar
dependiendo del tipo de secuenciacion (gendmica, transcriptomica, etc.) y del
protocolo utilizado. Es importante seguir las instrucciones proporcionadas por
Illumina o adaptar los protocolos estandar a las necesidades experimentales
especificas (Kumar et al., 2019).

En el método de secuenciacion de Illumina, el tamafio de las secuencias o reads
obtenidos varia segun la plataforma utilizada. Generalmente, los tamafos pueden
ser: 50 a 300 pares de bases (bp) para la mayoria de las plataformas Illumina,
como el MiSeq y el NextSeq. En plataformas de alta capacidad como NovaSeq,
los tamafios pueden alcanzar hasta 250-300 bp en modos de lectura simple o de
extremos emparejados (paired-end). La eleccion del tamafio de lectura depende
del tipo de experimento y de la plataforma especifica de Illumina.

2.2.5. SECUENCIACION DE NANOESFERAS DE ADN

Fundamento: se refiere a una tecnologia La empresa Complete Genomics ha
de secuenciacion que utiliza microesferas, | desarrollado una tecnologia emergente
generalmente de tamafio nanométrico, para | de secuenciacion conocida como
realizar la secuenciacién del ADN. secuenciacion de nano esferas de ADN

(DNB), basada en la secuenciacion
por hibridacion y ligadura. En este método, cada microesfera contiene un
fragmento de ADN que actia como una plantilla para la sintesis de una cadena
complementaria. Esta tecnologia ofrece una alta capacidad de multiplexacion y
una produccioén masiva de datos secuenciales.

La DNB es una tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento, se usa para
establecer la secuencia completa del gendomica de un organismo. Ofrece un
enfoque rentable para secuenciar una gran cantidad de nanoesferas de ADN en
una sola ejecucion. La compafiia MGI Tech, anexa del Grupo del Instituto de
Gendmica de Beijing (BGI), lanz6 una serie equipos de NGS (BGI-200, BGI-500,
MGISEQ-2000 y MGISEQ-T7) basadas en esta tecnologia (KumAR et al., 2019).

2.2.5.1. Preparacion de la muestra y amplificacion

La secuenciacion de nueva generacion (DNB) implica inicialmente el
aislamiento del ADN que serd objeto de secuenciacion. A continuacion, se procede
a fragmentarlo en trozos de 100 a 350 pares de bases (pb), seguido de la ligacion
de adaptadores a los fragmentos y su circularizacion.
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2.2.5.2. Amplificacion y secuenciacion

Para amplificar los fragmentos de moléculas de ADN gendmico en nanoesferas
de ADN, se utiliza un proceso de replicacion en circulo rodante. En este
proceso, los fragmentos circulares se copian, lo que genera multiples copias
monocatenarias de cada fragmento. Estas copias de ADN se unen en una hebra
larga, de la cabeza a la cola, y luego se compactan en nanoesferas de ADN. Los
fragmentos de ADN se circularizan y replican varias veces para crear nanoesferas
de ADN, que son esferas pequefias y densas compuestas por muchas copias
replicadas del fragmento de ADN original (KumaRr et al., 2019).

En este método, se amplifican fragmentos de ADN de 440-500 pb mediante
replicacion en circulo rodante para obtener DNB. Estas nanoesferas de ADN se
cargan en una celda de flujo, con una nanobola en cada pocillo. Las bases de la
plantilla del 1 al 10 se procesan de manera emparejada, similar a la quimica de
llamada exacta en la secuenciacién SOLiD. Después de eliminar las secuencias
ligadas, se agregan nuevas sondas para diferentes posiciones de interés. El
proceso de recocido, lavado, ligadura y lectura de iméagenes se repite para todas
las posiciones cercanas a un extremo del adaptador (Kumar et al., 2019), el
procedimiento se realiza para los terminales restantes del adaptador. La principal
limitacion de la secuenciacion DNB es su tiempo de ejecucion y las longitudes
de lectura cortas, sin embargo, su principal ventaja radica en la alta cantidad de
DNB generados (KUMAR ef al., 2019) (aproximadamente 350 millones).

2.2.5.3. Salida y andlisis de datos

Después de eso, las nanoesferas se colocan en una celda de flujo de
secuenciacion, donde se realiza la adsorcion. La camara de alta resolucion registra
el color de fluorescencia en cada posicion interrogada. Los datos de fluorescencia
se analizan mediante bioinformatica para realizar una llamada de base y mapear
o cuantificar las lecturas de extremo tinico o emparejado de 50bp, 100bp o 150bp
(KUMAR et al., 2019) (figura 27).

La tecnologia de secuenciacion de nanoesferas de ADN presenta ciertas
ventajas en comparacion con otras plataformas de secuenciacion. En primer
lugar, se elimina la presencia de duplicados Opticos, ya que las nanoesferas
de ADN permanecen en su lugar en la matriz modelada, sin interferir con las
nanoesferas adyacentes. Esto contribuye a una mayor precision en los resultados
de secuenciacion, ademas, se utiliza la ADN polimerasa Phi 29 de alta fidelidad,
lo que asegura una amplificacion precisa de la plantilla circular y minimiza los
errores durante la lectura.

Posteriormente, se implement6 el enfoque Retrovolocity para generar
secuencias de alta calidad de todo el genoma (WG) y del exoma completo
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(WE) con una cobertura de 50x en menos de 8 dias. Seglin los informes, se
han secuenciado mas de 20.000 genomas humanos completos utilizando este
instrumento y los procedimientos correspondientes (KUMAR ef al., 2019).

Figura 27. Secuenciacion por nanoesferas
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Nota. Lafigura muestra el proceso de secuenciacion en tres pasos: primero, se extrae
y purifica el ADN de una muestra mediante lisis y perlas magnéticas; luego, el ADN
se prepara para la amplificacion en estructuras circulares; finalmente, se coloca en un
chip de secuenciacion para su analisis en un sistema digital, obteniendo la informacion
de la secuencia en tiempo real.

2.2.6.  PRINCIPALES LIMITACIONES DE LAS TECNICAS DE SEGUNDA GENERACION

* Las maquinas de secuenciacion son costosas y, a menudo, deben
compartirse con colegas.

* Los secuenciadores de segunda generacion son maquinas estacionarias
grandes y no disefiadas para trabajo de campo.

* En general, la secuenciacion de segunda generacion da como resultado
muchos fragmentos de secuenciacion cortos (lecturas) que son dificiles
de usar para genomas nuevos.

* Lacalidad del resultado de la secuenciacion depende del genoma de referencia.

* Comparadas con las técnicas de secuenciacion de tercera generacion, las
plataformas de segunda generacion suelen tener longitudes de lectura mas
cortas. Esto puede limitar la capacidad de secuenciar regiones genomicas
que contienen repeticiones largas o estructuras complejas.
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» Las técnicas de secuenciacion de segunda generacion pueden presentar
errores de secuenciacion, especialmente al final de las lecturas. Esto puede
afectar la precision de la secuencia obtenida y requerir técnicas adicionales,
como el mapeo de lecturas o el uso de secuenciacion de tercera generacion,
para corregir y validar los resultados.

* La mayoria de las técnicas de secuenciacion de segunda generacion
requieren una etapa de amplificacion previa de las muestras de ADN o
ARN. Esto puede introducir sesgos en la representacion de las secuencias
y afectar la precision de los resultados.

* Aunque las técnicas de segunda generacion han mejorado significativamente
en cuanto a costo y tiempo de procesamiento en comparacién con
las técnicas tradicionales de secuenciacion, aun pueden requerir una
inversion considerable y tiempo para la preparacion de las muestras y
la secuenciacion en si. Esto puede limitar su accesibilidad para algunos
proyectos de investigacion o aplicaciones clinicas.

La generacion de grandes volumenes de datos de secuenciacion conlleva
desafios en el andlisis y la interpretacion de los resultados. El procesamien-
to y la interpretacion de los datos de NGS requieren habilidades y recursos
bioinformaticos adecuados para extraer informacion relevante y realizar
analisis avanzados.

Es importante tener en cuenta que estas desventajas varian segun la plataforma
de secuenciacion especifica utilizada y que las tecnologias de NGS continian
evolucionando, abordando gradualmente muchas de estas limitaciones (SATAM
et al., 2023).

En conclusion, las técnicas de segunda generacion, también conocidas
como tecnologias de NGS, han revolucionado la genémica y ha permitido
avances en la comprension de la genética y biologia molecular. Estas técnicas
ofrecen secuenciacion masiva y de alto rendimiento, acelerando la velocidad de
secuenciacion y posibilitando el estudio eficiente de genomas completos. Ademas,
han reducido los costos de secuenciacion, lo que las hace mas accesibles para
investigadores y amplia sus aplicaciones. También han mejorado la resolucion
y precision de la secuenciacion, permitiendo la deteccion detallada de variantes
genéticas y mutaciones, su uso abarca diversos campos como la gendmica,
transcriptomica, epigenémica y metagendmica, y ha sido fundamental en el
diagnostico preciso de enfermedades genéticas, identificacion de biomarcadores
y estudio de enfermedades complejas. Estas tecnologias continian evolucionando
y desempefniando un papel esencial en la genomica moderna.
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2.2.6.1. Ion Torrent

Fundamento: se fundamenta en la se-
cuenciacion por sintesis (SBS) y mide la
diferencia de pH causada por la liberacion
de protones durante la polimerizacion, lo

Es una tecnologia de secuenciacion
desarrollada por Life Technologies (aho-
ra parte de Thermo Fisher Scientific).
Esta tecnologia se basa en la deteccion

cual genera secuencias de nucleotidos.

de protones liberados durante la sintesis
del ADN complementario. Cuando se
incorpora un nucleoétido a la cadena de ADN en crecimiento, se libera un ion
de hidrogeno (protones), la deteccion de estos protones permite determinar la
secuencia de ADN original (SATAM et al., 2023).

El fundamento de la tecnologia Ion Torrent de Life Technologies se basa en la
deteccion de iones liberados durante el proceso de secuenciacion del ADN. Esta
tecnologia utiliza una plataforma de secuenciacion basada en semiconductores, se
coloca una matriz de sensores de silicio que detectan cambios en el pH cuando se
liberan iones de hidrégeno durante la incorporacion de nucledtidos en la cadena
de ADN en crecimiento (figura 28).

Figura 28. Secuenciacion por lon Torrent
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Nota. La figura resume la secuenciacion por lon Torrent en tres pasos: i) extraccion
y purificacion del ADN mediante lisis celular y perlas magnéticas, ii) secuenciacion
mediante deteccion de protones liberados al afiadir nucledtidos, y iii) analisis del cambio
de pH para obtener la secuencia de ADN en tiempo real.
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Durante la secuenciacion, se realiza la amplificacion de ADN en microesferas
llamadas microesferas de emulsion. Estas microesferas contienen una hebra de
ADN moldeada y se distribuyen en compartimentos individuales. Luego, se
afnaden los nucle6tidos y las enzimas de secuenciacion a cada compartimento,
y cuando se incorpora un nucleotido a la cadena de ADN se libera un ion de
hidrogeno que provoca un cambio de pH en el compartimento (SATAM et al., 2023).

La matriz de sensores de silicio en la plataforma de Ion Torrent detecta estos
cambios de pH y los convierte en una sefial eléctrica proporcional a la secuencia
del ADN. Esta senal eléctrica se procesa y se traduce en una secuencia de ADN.

La tecnologia Ion Torrent es conocida por su velocidad y facilidad de uso,
ya que no requiere la utilizacion de fluordforos o técnicas de escaneo Optico.
Ademas, ha demostrado ser eficiente en la secuenciacion de fragmentos de
ADN de longitud corta a mediana, sin embargo, tiene algunas limitaciones en la
secuenciacion de regiones repetitivas y en la deteccion de ciertas modificaciones
epigenéticas (SATAM et al., 2023).

2.2.6.2. Limitaciones de la secuenciacion de tercera generacion

*  Algunos secuenciadores de tercera generacion exhiben tasas de error mas
altas que los secuenciadores de segunda generacion.

» Losreactivos son generalmente mas caros que la secuenciacion de segunda
generacion.

» Sibien las técnicas de secuenciacion de tercera generacion ofrecen muchas
ventajas, también presentan algunas desventajas a tener en cuenta. Algunas
de las desventajas mas comunes de las técnicas de secuenciacion de tercera
generacion son las siguientes:

o En los costos en comparacion con las generaciones anteriores, todavia
pueden resultar mas costosas que las técnicas de NGS. Esto puede
limitar su accesibilidad para algunos laboratorios o proyectos con
presupuestos limitados.

o Entérminos de precision, todavia pueden tener una tasa de error mas alta
en comparacion con las técnicas de secuenciacion de nueva generacion.
Esto puede llevar a cabo una generacion de errores en la secuencia de
ADN y se necesita un andlisis adicional para corregirlos.

En conclusion, las técnicas de secuenciacion de tercera generacion han
revolucionado aiin mas el campo de la gendmica al superar las limitaciones de
las tecnologias anteriores.
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Las tecnologias de tercera generacidon permiten la secuenciacion de
fragmentos de ADN mucho mas largos en comparacion con las técnicas de
segunda generacion. Esto es especialmente Util para el ensamblaje de genomas
complejos y la identificacion de estructuras genéticas mas grandes, como
los elementos repetitivos. Estas técnicas han reducido significativamente
el tiempo requerido para completar un experimento de secuenciacion. Esto
acelera la obtencion de resultados y permite un analisis mas rapido de las
muestras. A diferencia de las técnicas de amplificacion clonal utilizadas en la
secuenciacion de segunda generacion, las tecnologias de tercera generacion
evitan en gran medida el sesgo de amplificacion, lo que significa que se obtiene
una representacion mas precisa del genoma original.

Las técnicas de tercera generacion permiten una mejor deteccion de
modificaciones epigenéticas, como la metilacion del ADN y las modificaciones de
histonas. Esto es crucial para comprender la regulacion genética y los mecanismos
epigenéticos en diferentes procesos biologicos. También han brindado una vision
mas detallada de la estructura del genoma, incluida la identificacion de variantes
estructurales, como inversiones, deleciones y traslocaciones. Esto ayuda a
comprender mejor la variabilidad gendmica y su relacion con las enfermedades
y los rasgos hereditarios.

2.3. SECUENCIACION DE TERCERA GENERACION

Las técnicas de secuenciacion de tercera generaciéon —conocidas como
Single Molecule Sequencing (secuenciacion de una sola molécula) y que
también se conocen como enfoque de plantilla inica— han surgido como
una alternativa a las técnicas de secuenciacion de segunda generacion (VAN
DuK et al., 2018).

Estas técnicas permiten la secuenciacion directa de una sola molécula de ADN
o ARN en tiempo real sin la necesidad de amplificacion previa. Ademas, permiten
la secuenciacion de lectura larga, que describe la capacidad de obtener fragmentos
de nucleotidos de longitudes mas largas que las que generan los secuenciadores
de lectura corta habituales de Illumina (del orden de 75 a 300 pares de bases
segun el secuenciador). Esto es especialmente importante para el ensamblaje de
nuevos genomas sin un genoma de referencia disponible. En combinacioén con
secuenciadores portatiles, que son de tamafio pequefio y no requieren maquinas
mas complejas para la quimica, la secuenciacion ahora esté lista para el campo
y puede usarse incluso lejos de las instalaciones de laboratorio para recolectar
muestras (Kumar et al., 2019).
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2.3.1. HELISCOPE

Fue desarrollado por
Fundamento: se basa en una tecnologia llamada | |g empresa Helicos Bios-
secuenciacion por sintesis de una solamolécula (SMS, por | .iapces se basa en un
sus siglas en inglés) a través de la sintesis y la deteccion f d .y
de nucleétidos de manera secuencial. Esto permite la enfoque de secuenciact (,)n
secuenciacion de fragmentos de ADN individualmente, | 1lamado secucnciacion
evita la amplificacion clonal y reduce la necesidad de | por sintesis de una sola
manipulacion previa de la muestra. molécula. En esta tecno-
logia, se utilizan cientos
de miles de pequenas camaras de flujo para secuenciar directamente el ADN
de una sola molécula. Cada cdmara contiene una sola molécula de ADN y una
enzima que sintetiza el nuevo ADN complementario. La secuenciacion se realiza
detectando la incorporacion de nucle6tidos marcados con fluoréforos.

En la secuenciacion Heliscope, una molécula de ADN se desnaturaliza y
se une a una cubierta en una superficie plana. Luego, se incorpora un cebador
iniciador y se marca con una molécula fluorescente. A través de una reaccion de
polimerizacion, se sintetiza una cadena complementaria a partir de la molécula
de ADN original, durante la sintesis, se agregan dNTP marcados con diferentes
fluoréforos para identificar cada nucleétido incorporado (KUMAR et al., 2019).

Después de cada ciclo de sintesis, se realiza una lectura de fluorescencia para
determinar el nucledtido anadido en esa posicion. Los fluoroforos se eliminan
quimicamente y el proceso se repite iterativamente hasta obtener la secuencia
completa (figura 29).

El proceso de secuenciacion en Helioscope implica una secuenciacion basada
en extension con lavados ciclicos de la celda de flujo utilizando nucleétidos
marcados con fluorescencia. Durante cada ciclo, se incorpora un nucleétido
marcado en la cadena de ADN en crecimiento y se detecta y registra la sefial
de fluorescencia.

Las lecturas, o secuencias de los fragmentos de ADN, son generadas por el
secuenciador Helioscope. Esta plataforma de secuenciacion esta disenada para
manejar los requisitos especificos de la secuenciacion de una sola molécula de
Helioscope, lo que garantiza una generacion de datos precisa y confiable.
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Figura 29. Secuenciacion por Heliscope
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Nota. La figura describe el proceso de secuenciacion Helicos: primero, se extrae
y purifica el ADN mediante lisis celular y perlas magnéticas. Luego, en la etapa de
secuenciacion, el ADN se fija a una superficie de vidrio y se secuencia mediante
sintesis con nucledtidos fluorescentes que se detectan en cada ciclo. Finalmente, en la
fase de salida y analisis, un sistema de laser y deteccion oOptica registra las sefiales de
fluorescencia para generar la secuencia de ADN.

Una caracteristica de la secuenciacion Helioscope es que las lecturas son
relativamente cortas, normalmente hasta 55 bases por ejecucion, sin embargo,
las mejoras recientes en la metodologia han permitido lecturas mas precisas de
homopolimeros, que son tramos del mismo nucle6tido en la secuencia de ADN.
Ademas, la secuenciacion de Helioscope se ha adaptado para la secuenciacion
de ARN, lo que permite el estudio de la expresion génica y la transcriptomica
(SATAM et al., 2023).

La longitud de lectura corta en la secuenciacion de Helioscope puede
presentar desafios cuando se trata del ensamblaje y analisis del genoma, ya que
generalmente se prefieren lecturas mas largas para investigaciones genomicas
integrales. No obstante, la secuenciacion Helioscope ofrece ventajas en términos
de precision y la capacidad de capturar caracteristicas gendmicas especificas,
como homopolimeros y transcripciones de ARN.

La secuenciacion de una sola molécula con helioscopio ha encontrado
aplicaciones en diversas areas de investigacion, incluidas la genomica, la
transcriptomica y la secuenciacion dirigida. Su capacidad para generar lecturas
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precisas y proporcionar informacion sobre regiones gendmicas especificas o
perfiles de expresion de ARN lo convierte en una herramienta valiosa en la
investigacion de biologia molecular. Es una tecnologia de secuenciacion que
utiliza fragmentos de ADN con adaptadores de cola poliA afadidos. Estos
fragmentos de ADN se adhieren a la superficie de una celda de flujo, que sirve
como plataforma para la secuenciacion (SATAM et al., 2023).

Se espera que los continuos avances y refinamientos en la tecnologia de
secuenciacion Helioscope mejoren aiin mas sus capacidades y amplien sus
aplicaciones en el futuro.

2.3.2.  NANOPORE
La secuenciacion por nanoporos

es una técnica de secuenciacion
de ADN o ARN que se basa en el

Fundamento: se basa en el paso de fragmentos
de 4cido nucleico genomico monocatenario,
a través de poros nanoporosos, se mide

la corriente eléctrica generada por los
nucleotidos individuales. Cada base de
nucleétido individual bloquea fisicamente la
corriente, lo cual se puede medir mediante

uso de nanoporos para determinar
la secuencia de nucledtidos de una
molécula. Un nanoporo es un poro
extremadamente pequeio, del orden

técnicas electrofisiologicas estandar.

de nanémetros, que se inserta en una
membrana (FENG ef al., 2015). En
esta secuenciacion la molécula de ADN o ARN se pasa a través del nanoporo y
se registra la sefial eléctrica generada por la interaccion de los nucledtidos con
el nanoporo (LIN ef al., 2021).

En este enfoque, se aplica un campo eléctrico que obliga a las moléculas
individuales a atravesar un nanoporo con un diametro de 2 nm. Debido al
tamaio reducido del nanoporo, las moléculas monocatenarias pasan a través de
¢l de manera ordenada y lineal. A medida que la molécula de ADN atraviesa el
nanoporo, se generan sefiales eléctricas distintivas. La tecnologia de nanoporos
de Oxford es ampliamente reconocida en este campo y se destaca por su solidez,
utiliza nanoporos, tanto bioldgicos como de estado sélido, que estan incrustados
en una membrana por la cual fluye una corriente idnica. Permite secuenciar
genomas completos con lecturas largas de hasta un millon de pares de bases y
diagnosticar enfermedades de manera eficiente y a bajo costo (WANG et al., 2021).

El proceso de secuenciacion por esta técnica comienza con la preparacion
de genotecas de muestra de ADN o ARN. La molécula se desenrolla y se pasa
a través del nanoporo utilizando una corriente eléctrica. A medida que los nu-
cledtidos individuales atraviesan el nanoporo, generan cambios en la corriente
eléctrica que pueden ser registrados y analizados (WANG et al., 2021). Cada
nucleotido produce un patron caracteristico de sefiales eléctricas, lo que permi-
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te determinar su identidad y, en ultima instancia, la secuencia completa de la
molécula (figura 30).

Figura 30. Secuenciacion por nanopore
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Nota. La figura muestra el proceso de secuenciacion por nanoporos. Primero, el
ADN se extrae y purifica mediante lisis celular y perlas magnéticas. En la etapa de
secuenciacion, el ADN se pasa a través de un nanoporo impulsado por un voltaje, y
cada base genera una sefal eléctrica distinta mientras atraviesa el poro. Finalmente,
en la fase de salida y analisis, un dispositivo detecta las variaciones de corriente y las
traduce en la secuencia de ADN en tiempo real.

A diferencia de otros enfoques de NGS, la secuenciacion de molécula Unica
mediante nanoporos ofrece dos caracteristicas distintivas. En primer lugar,
permite la observacion de la distribucion espacial de las lecturas de ADN en la
muestra, lo que proporciona informacion valiosa para destacar la heterogeneidad
del tejido en funcion de los marcadores conocidos (WANG et al., 2021). Esta
capacidad espacial es especialmente relevante en aplicaciones de analisis de
tejidos y muestras complejas. La segunda diferencia radica en la capacidad de
analizar un gran numero de células de manera simultanea. Por ejemplo, se han
desarrollado enfoques robustos de secuenciacion de ARN de células individuales
que son rentables y capaces de secuenciar multiples células utilizando una cantidad
muy pequefia de material de partida (WANG et al., 2021). La secuenciacion de
nanoporos se clasifica en tres categorias.

Secuenciacion [D. Se secuencia el ADN monocatenario, es decir, una sola
cadena de ADN.
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Secuenciacion 2D. Se utilizan dos cadenas de ADN unidas por una estructura
similar a una horquilla. Se obtiene la secuencia de una de las cadenas de ADN
y luego se secuencia la segunda cadena. De esta manera, la secuenciacion se
realiza dos veces para aumentar la calidad de la llamada de bases.

Secuenciacion 1D2. Se asemeja mucho a la secuenciacion 2D, pero en este
caso no es necesario mantener las dos hebras de ADN conectadas mediante la
estructura de horquilla.

El principal desafio de esta técnica es el hecho de que el tejido biologico esta
compuesto por miles de células, por lo que secuenciar células individuales no es
un proceso facil desde el punto de vista técnico y computacional. Sin embargo,
se prevé que la secuenciacion in situ se utilizard para extraer informacion
clinicamente relevante de los datos generados por los enfoques de NGS
convencionales (WANG et al., 2021).

En la secuenciacion de nanoporos, existen varias plataformas populares en
este campo. Por ejemplo, la plataforma GS tiene la capacidad de identificar
moléculas, como proteinas, ADN y ARN, mientras pasan a través de pequenos
agujeros arraigados en una membrana delgada. Esta tecnologia propone una forma
novedosa de secuenciacion que constituye varios enfoques que dependen de la
fusion de la preparacion de la plantilla, la determinacion del orden de las bases,
la alineacion de las secuencias y el ensamblaje del genoma (WANG et al., 2021).

La secuenciacion por nanoporos ofrece varias ventajas. En primer lugar,
es una técnica de secuenciacion de una sola molécula, lo que significa que no
requiere amplificacion previa del ADN o ARN. Esto evita problemas asociados
con la amplificacion, como la introduccion de errores y la pérdida de informacion
sobre modificaciones quimicas. Ademas, la secuenciacion por nanoporos tiene
la capacidad de detectar modificaciones quimicas en la secuencia, lo que es
importante en la comprension de la epigenética y otras modificaciones que pueden
influir en la funcion del ADN o ARN (WANG et al., 2021).

Sin embargo, la secuenciacion por nanoporos también presenta desafios. La
lectura precisa de las senales eléctricas generadas por los nucleotidos puede
ser complicada debido a la variabilidad de las sefiales y el ruido. Ademas, la
velocidad de secuenciacion actual de los dispositivos de nanoporos puede ser
limitada en comparacion con otras técnicas de secuenciacion masiva paralela
(WANG et al., 2021).

Oxford Nanopore Technologies presentd GridION en 2012. GridION y sus
sucesores MinlO y Flongle son secuenciadores portatiles para la secuenciacion
de ADN y ARN que producen lecturas de méas de 2 Mb. En particular, dicho
dispositivo de secuenciacion incluso cabe en una sola mano humana. Los
secuenciadores Oxford Nanopore observan los cambios en la corriente eléctrica
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que se producen cuando los dcidos nucleicos pasan a través de los nanoporos,
para identificar la secuencia de nucleotido (WANG ef al., 2021).

La secuenciacion in situ dirigida puede aplicarse para detectar biomarcadores
validados directamente en las muestras, mientras que la técnica no dirigida
puede ser 1til para desarrollar perfiles moleculares de las muestras y clasificar
enfermedades a nivel molecular o atender las necesidades especificas de los
pacientes. La integracion de la secuenciacion in sifu en los métodos convencionales
de NGS aceleraria el desarrollo de estas técnicas y, eventualmente, se convertirian
en herramientas esenciales para la medicina personalizada (WANG et al., 2021).

2.4, SECUENCIACION DE CUARTA GENERACION

La secuenciacion de cuarta generacion ha incorporado la tecnologia de nanopo-
ros en la secuenciacion de molécula tinica, también conocida como tecnologia de
secuenciacion in situ. Esta nueva tecnologia ha revolucionado la secuenciacion de
ADN al permitir la identificacion del orden de los nucleotidos en células y tejidos
fijados de manera masiva, rapida y rentable. Estas tecnologias han revolucionado
el campo de la gendmica al permitir la secuenciacion de genomas completos y
facilitar el estudio de la variabilidad genética en diferentes organismos y enfer-
medades. La tecnologia de secuenciacion nanopor permite la secuenciacion en
tiempo real, proporcionando secuencias largas y la deteccion de modificaciones
epigenéticas (KE ef al., 2016; MIGNARDI y NILSSON, 2014).

2.4.1.  SECUENCIACION DE MOLECULA UNICA EN TIEMPO REAL

La secuenciacion de moléculatinica en
Fundamento: es una tecnologia que | tiempo real (Single Molecule Real-Time
permite la secuenciacion de una sola Sequencing, SMRT) es una tecnologia
moléculade ADN o ARN sin lanecesidad : : i
e . : revolucionaria de secuenciacion de ADN
de amplificacion previa y en tiempo real. . ..
desarrollada por Pacific Biosciences. Se
basa en el concepto de secuenciacion por
sintesis y ofrece capacidades Unicas para la secuenciacion de alto rendimiento y
lectura larga. La SMRT, también conocida como secuenciacion ARNP. utiliza la
actividad de la ARN polimerasa para secuenciar moléculas de ADN en tiempo
real (ArRDUI et al., 2018; VAN DUK et al., 2023).

Pacific Biosciences (PacBio) introdujo la secuenciacion de guia de onda de
modo cero (ZMW) en 2010, que utiliza los llamados nanoagujeros que contienen
una sola ADN polimerasa. Esto permite que la incorporacion de cualquier
nucleotido inico sea observada directamente por detectores conectados debajo
de los nanoagujeros. Cada tipo de nucle6tido esta marcado con un colorante
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fluorescente especifico que emite sefiales fluorescentes durante el proceso de
incorporacion, que posteriormente se miden como lectura de secuencia, las
lecturas obtenidas de los secuenciadores PacBio suelen ser de 8 a 15 kilobases
(kb), con posibilidades de hasta 70 kb (VAN DuK et al., 2023).

En esta técnica, una unica molécula de ADN o ARN se fija en una superficie
y se le agrega una enzima polimerasa y nucleotidos marcados con fluoréforos. A
medida que la polimerasa incorpora los nucle6tidos en la molécula en crecimiento,
se registra la sefial de fluorescencia generada por cada nucledtido incorporado
en tiempo real. Esto permite obtener la secuencia de la molécula original de
manera directa y sin amplificacion. La tecnologia de secuenciacion de molécula
unica en tiempo real proporciona lecturas largas y ofrece la capacidad de detectar
modificaciones epigenéticas, como la metilacion del ADN, durante el proceso
de secuenciacion (figura 31) (ArRDUI et al., 2018; VaN DuK et al., 2023). Esta
técnica ha sido utilizada en diversas aplicaciones en el campo de la gendmicay la
biologia molecular, y ha contribuido a la comprension de la complejidad genética
y la variabilidad de las moléculas de ADN y ARN (MANTERE ef al., 2019).

Figura 31. Secuenciacion de molécula unica en tiempo real
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Nota. Lafigura representa el proceso de secuenciacion de molécula inica en tiempo
real (SMRT) en tres etapas. Primero, el ADN se extrae y purifica mediante lisis celulary
perlas magnéticas. En la fase de secuenciacion, el ADN se fija en una matriz donde cada
molécula se lee de manera individual y en tiempo real, utilizando nucle6tidos marcados
con fluoréforos que emiten sefiales cuando son incorporados en la cadena. Finalmente,
en la etapa de salida y andlisis, se detectan estas sefiales de fluorescencia de cada base
incorporada, generando una secuencia precisa de la molécula de ADN en tiempo real.
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La secuenciacion comienza con la fabricacion de una biblioteca de ADN de
doble cadena ultra larga. A continuacion, los adaptadores, la ADN polimerasa
y los cebadores se unen al ADN de doble cadena para formar la campana
SMRT, que luego se insertard en la célula SMRT. La biblioteca se distribuye
aleatoriamente dentro de la celda SMRT del instrumento secuenciador; en
circunstancias Optimas, un tercio de los ZMW se cargaran con una campana
SMRT. En cada ZMW, la ADN polimerasa y una campana SMRT estan unidas
a la parte inferior del ZMW. La secuenciacion SMRT utiliza la plantilla de ADN
circular para generar una lectura larga continua en cada cimara ZMW (VAN
Dux et al., 2023). Después de quitar los adaptadores de esta lectura larga, las
lecturas superpuestas se pueden combinar para formar una lectura HiFi, que es
una secuencia de consenso de alta calidad (ArRDUI et al., 2018).

La tecnologia de secuenciacion en tiempo real de una sola molécula (SMRT)
utiliza guias de onda de modo cero (ZMW) para sintetizar y secuenciar mo-
léculas de ADN o ARN en forma individual. Cada ZMW contiene una po-
limerasa de ADN y nucle6tidos marcados con fluorescencia, permitiendo la
deteccion en tiempo real de la incorporacion de nucleotidos en una plantilla
de secuencia complementaria (ARDUI ef al., 2018; VAN DUK et al., 2023). Esta
tecnologia ofrece lecturas extremadamente largas de hasta 10 kilobases (kb),
lo que proporciona una alta resolucion y cobertura para la caracterizacion de
regiones genéticas complejas y la deteccion de variantes genéticas. Ademas,
la secuenciacion SMRT permite la observacion de modificaciones naturales
del ADN, como la metilacion, durante el proceso de secuenciacion. La secuen-
ciacion SMRT ha contribuido significativamente a nuestra comprension de
la gendmica y la biologia molecular al desbloquear regiones inaccesibles del
genoma y revelar variaciones genéticas complejas (ARDUI ef al., 2018). Esta
tecnologia es valiosa para el ensamblaje de genomas complejos, la resolucion
de variaciones estructurales y el estudio de modificaciones epigenéticas. A
medida que la tecnologia contintia evolucionando, se espera que su desarrollo
y aplicaciones se amplien en investigacion gendmica, medicina personalizada
y agricultura de precision (ARDUI et al., 2018; VAN DuK et al., 2023).

2.4.2. LA SECUENCIACION POR CAPTURA DE IMAGEN (ICS, POR SUS SIGLAS EN
INGLES)

Fundamento: técnica de secuen- La secuenciacion por captura de imagen
ciacién que se basa en la captura | o5 yyny tecnologia que utiliza microscopia de
y deteccion de imagenes para |,y yeqolucion y amplificacion localizada para
obtener informacién sobre la se- : yamp .. .. P

cuencia de ADN. secuenciar el ADN objetivo. En esta técnica, los
fragmentos de ADN objetivo se unen a sondas

de ADN complementarias en una superficie solida (SATaM ef al., 2023).
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Luego, se realiza una amplificacion localizada mediante PCR o amplificacion
isotérmica para generar multiples copias de los fragmentos de ADN. Durante
la secuenciacion, se afiaden nucledtidos marcados con fluoréforos especificos
en cada ciclo, y las polimerasas de ADN catalizan la incorporacion de estos
nucledtidos en las cadenas de 4cido nucleico complementarias.

La microscopia de alta resolucion captura iméagenes de la sintesis de ADN
en tiempo real, y los tiempos de llegada y las duraciones de los pulsos de
fluorescencia proporcionan informacion sobre la cinética de la polimerasa. Esto
permite la deteccion directa de nucle6tidos modificados en la plantilla de ADN. La
secuenciacion de molécula unica en tiempo real proporciona una determinacion
precisa de la secuencia primaria de ADN, al tiempo que permite la deteccion
de modificaciones epigenéticas como N6-metiladenosina, 5-metilcitosina y
5-hidroximetilcitosina (SATAM et al., 2023) (figura 32).

Figura 32. Secuenciacion por captura de imagen
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Nota. La figura muestra la secuenciacion por captura de imagen en tres pasos:
extraccion y purificacion del ADN, incorporacion de nucledtidos fluorescentes
capturados en imagenes para registrar la secuencia, y analisis de datos para caracterizar
tipos y subpoblaciones celulares y patrones de expresion genética.

2.4.3.  LIMITACIONES DE LAS TECNICAS DE SECUENCIACION DE CUARTA GENE-
RACION

Las técnicas de secuenciacion de cuarta generacion han revolucionado el
campo de la gendmica y han superado muchas de las limitaciones de las técnicas
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de secuenciacion de generaciones anteriores. Sin embargo, también presentan
algunas limitaciones propias:

* Aunque las tecnologias de NGS pueden generar grandes cantidades de
datos secuenciales, la longitud de las lecturas individuales es limitada
en comparacion con las técnicas de secuenciacion de lectura larga. Esto
puede dificultar el ensamblaje de genomas complejos y la identificacion
precisa de variantes estructurales (SATAM et al., 2023).

* Las tecnologias de NGS estdn sujetas a errores de secuenciacion,
especialmente en regiones repetitivas o de baja calidad. Estos errores
pueden afectar la precision de los resultados y requerir andlisis y
correcciones adicionales.

* Lamayoria de las tecnologias de NGS requieren la amplificacion previa de
las muestras de ADN o ARN para obtener suficiente cantidad de material
para la secuenciacion. La amplificacion puede introducir sesgos y errores,
lo que puede afectar la representatividad y la precision de los resultados.

* Aunque los costos de la secuenciacion de NGS han disminuido
significativamente en los ultimos afios, sigue siendo una técnica costosa
en comparacion con otras técnicas de diagnostico o analisis genético.
Ademas, la implementacion y el analisis de los datos generados por las
tecnologias de NGS pueden requerir experiencia técnica y bioinformatica
avanzada (SATam et al., 2023).

* El procesamiento y analisis de los datos de NGS pueden llevar tiempo
debido a la gran cantidad de informacion generada. Esto puede retrasar los
resultados y limitar su utilidad en aplicaciones que requieren respuestas
rapidas, como el diagndstico de enfermedades.

En conclusion, la secuenciacion por nanoporos ha demostrado ser una herra-
mienta poderosa en la investigacion genémicay la medicina. La tecnologia continia
avanzando, lo que puede conducir a mejoras en la velocidad, precision y costo de
la secuenciacion por nanoporos, ampliando asi su aplicacion en diferentes areas
de estudio. Las técnicas de secuenciacion de cuarta generacion permiten la gene-
racion de secuencias a gran escala en un tiempo mas corto y a un menor costo por
base secuenciada en comparacion con las técnicas de secuenciacion tradicionales.

Estas técnicas permiten la secuenciacion simultanea de millones de fragmentos
de ADN, lo que facilita el analisis de genomas completos, identificacion de
variantes genéticas y estudios de expresion génica a gran escala ademads, tienen
diversas aplicaciones en campos como la medicina, la investigacion gendémica,
la agricultura, la biotecnologia y mas. Permiten el estudio de enfermedades



CAPITULO 2. PRINCIPALES TECNICAS OMICAS 133

genéticas, la identificacion de biomarcadores, el andlisis de variantes genéticas
y la comprension de la regulacion génica, entre otros.

Estas técnicas ofrecen la posibilidad de un diagnostico mas preciso y temprano
de enfermedades genéticas, lo que puede tener un impacto significativo en la
atencion médica y el desarrollo de terapias personalizadas. Sin embargo, el acceso
a grandes volumenes de informacion genética plantea desafios éticos y legales,
como la privacidad de los datos y la discriminacion genéticos. Es necesario
abordar estos problemas y establecer regulaciones adecuadas para proteger los
derechos de las personas.

2.5. MICROARREGLOS

, La tecnologia de microarreglos,
Fundamento: los microarreglos se basan en la también conocida como microma
hibridacion especifica de secuencias de ADN

0 ARN presentes en la muestra con sondas | trices de ADN o chips de ADN, ha
de ADN o ARN complementarias unidas a | revolucionado el campo de los ana-
una superficie solida, como un portaobjetos | lisis genéticos al permitir la evalua-
0 una placa. cion simultanea de miles de genes.

Estos microarreglos representan
una herramienta poderosa que logra la miniaturizacion de procesos bioldgicos.
Inicialmente, se utiliz6 para medir la expresion génica de manera simultanea en
miles de genes (APARNA y TETALA, 2023). Sin embargo, con el avance tecno-
logico, se ha mejorado la calidad y se ha ampliado el espectro de aplicaciones
de los microarreglos, consolidandolos como herramientas indispensables en la
investigacion genética y con diversas aplicaciones en el ambito de la medicina
(ZHANG et al., 2021).

El funcionamiento de los microarreglos de expresion se basa en el fenomeno
de hibridacion entre moléculas complementarias de ADN. En primer lugar, se
depositan pequenas cantidades de ADN correspondientes a los genes de interés
cuya expresion se desea medir en una base de cristal (VAN STEENSEL, 2005). Para
lograr esto, se utilizan robots de precision que emplean agujas especiales para
extraer las moléculas de ADN de sus recipientes y depositarlas en las coordenadas
adecuadas en la matriz. A estas muestras de ADN depositadas en la matriz se
les conoce como dianas (SATaM et al., 2023).

El proceso de analisis mediante microarreglos implica varias etapas: Primero
se disefian sondas o secuencias de ADN o ARN especificas para cada gen o
region de interés. Estas sondas son generalmente fragmentos cortos de ADN o
ARN que son complementarios a la secuencia objetivo. La muestra de ADN o
ARN de interés se extrae y se marca con una etiqueta fluorescente o un marcador
detectable para permitir su posterior visualizacion (APARNA y TETALA, 2023).
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Lamuestra preparada se aplica al microarreglo, donde las sondas estan dispuestas
en forma de una matriz ordenada. Las secuencias de ADN o ARN presentes en la
muestra se hibridan especificamente con las sondas complementarias correspondientes
en el microarreglo. Después de la hibridacion, se realiza un escaneo del microarreglo
para detectar la sefial fluorescente o el marcador utilizado en la muestra. La intensidad
de la sefial en cada punto del microarreglo se correlaciona con la cantidad de secuencia
de ADN o ARN presente en la muestra (VAN STEENSEL, 2005).

Los datos generados por el escaneo del microarreglo se analizan mediante
métodos bioinformaticos para identificar los genes o secuencias de interés y
realizar comparaciones entre muestras.

En un microarreglo tipico, una superficie de 2 x 2 cm esta disefiada para
contener mas de 10,000 dianas, que se disponen como pequefios puntos separados
de manera precisa. Para medir la expresion de las células que deseamos analizar,
comenzamos obteniendo una muestra de ARN, que se convierte en ADN
complementario (ADNc) y se marca con una molécula fluorescente (APARNA
y TETALA, 2023), a esta muestra marcada se le conoce como sonda, la cual se
coloca en contacto con las dianas presentes en el microarreglo.

Cada molécula de ADNc marcada en la sonda se desplaza por difusion hacia
la diana que contiene su molécula complementaria, se hibrida con ella y queda
fijada en ese lugar especifico. Después de un tiempo suficiente para permitir la
hibridacion de la mayoria de las cadenas complementarias, se procede a lavar
el microarreglo y se realiza una medicion relativa de la cantidad de ADN de la
sonda que ha quedado fijada en cada diana (figura 33).

Figura 33. Microarreglos
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Nota. La figura muestra la técnica de microarrays de ADN en tres pasos. Primero,
se extrae y purifica el ADN o ARN de células saludables y enfermas mediante lisis
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celular y purificacion con perlas magnéticas. Luego, en la etapa de secuenciacion,
el ARN extraido de ambos tipos de células se convierte en ADN complementario
(cADN), se etiqueta con fluordforos de distintos colores (verde para células saludables
y rojo para células enfermas) y se hibrida en un microarray. Finalmente, en la fase de
salida y analisis, se captura la imagen del microarray para analizar la expresion génica
comparativa, donde el color y la intensidad de las sefales indican la presencia y el nivel
de expresion de genes en las diferentes muestras.

Existe una tecnologia adicional que utiliza oligonucledtidos, que son secuencias
cortas de ADN de alrededor de 15 a 30 bases. En lugar de depositar estos
oligonucledtidos en el soporte mediante un robot, se sintetizan directamente sobre
el soporte utilizando una técnica llamada fotolitografia. Esta técnica es similar a la
utilizada en la fabricacion de circuitos microelectronicos de silicio. Sin embargo,
es importante destacar que esta tecnologia requiere una infraestructura altamente
sofisticada y actualmente esta limitada a unas pocas empresas especializadas,
destacando Affymetrix (ZHANG et al., 2021).

Para detectar la expresion de un gen, se emplea una amplia serie de
oligonucledtidos, aproximadamente 30. Esto permite que estos microarreglos
contengan muchas mas dianas en comparacion con otras tecnologias. La
fotolitografia posibilita alcanzar una mayor densidad de oligonucledtidos en
el soporte, lo que contribuye a la capacidad de deteccion mejorada de estos
microarreglos (APARNA y TETALA, 2023).

Una vez amplificada adecuadamente, una muestra de ADN obtenida de un tejido
o fluido se puede analizar para detectar cambios en genes de interés o variantes
genéticas, como polimorfismos de un solo nucledtido (SNP). Esta metodologia tiene
usos potenciales en la identificacion de riesgos o susceptibilidades a enfermedades.
Ademas, existen variantes de estos microarreglos que permiten la secuenciacion
de genes especificos conociendo su secuencia (APARNA y TETALA, 2023).

En el campo de la investigacion gendmica, se han desarrollado microarreglos
similares a la técnica de hibridacion genémica comparada (CGH) para detectar
ganancias o pérdidas alélicas en miles de secuencias. Esto posibilita obtener mapas
cromosdmicos mucho més detallados que los obtenidos con la CGH tradicional.
Estas técnicas son de gran interés para el estudio del prondstico de tumores, ya
que el nivel de dafio gendmico estd asociado a dicho pronostico, ademas, también
pueden ser utiles para detectar nuevos oncogenes y genes supresores de tumores
(ZHANG et al., 2021).

3. TECNICAS EN TRANSCRIPTOMICA

El transcriptoma se refiere al conjunto total de transcritos presentes en una
célula en particular durante una etapa de desarrollo o una condicion fisiologica
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especifica. Es fundamental comprender el transcriptoma para realizar una
interpretacion correcta de los elementos funcionales del genoma y descubrir los
componentes moleculares de células y tejidos, asi como comprender el desarrollo
y la evolucion de las enfermedades. Al medir los niveles de ARNm, podemos
evaluar como las células remodelan su transcriptoma para adaptarse al entorno
existente (por ejemplo, salud y enfermedad) (tabla 14).

Conocer la secuencia de ADN de un organismo y las posiciones de sus
elementos reguladores nos dice muy poco sobre las operaciones dindmicas en
tiempo real de una célula. Por ejemplo, al combinar diferentes sitios de empalme
de ARNm y exones del mismo precursor de ARNm, un gen puede codificar
multiples proteinas. Este evento de empalme alternativo ocurre naturalmente
y se ve comunmente en eucariotas, sin embargo, una variante podria dar como
resultado una enzima no funcional y un estado patologico inducido. Aqui es
donde entra en juego la secuenciacion de ARN (ARN-Seq). ARN-Seq sigue en
gran medida los protocolos de secuenciacion de ADN, pero incluye un paso de
transcripcion inversa en el que se sintetiza ADN complementario (ADNc) a partir
de la plantilla de ARN (GONDANE y ITKONEN, 2023). La secuenciacion del ARN
permite obtener instantaneas de células, tejidos u organismos en el momento de
la secuenciacion en forma de perfiles de expresion de genes

La transcriptomica tiene como objetivos principales catalogar todas las espe-
cies de transcritos, que incluyen ARNm, ARN no codificantes y ARN pequetios;
determinar la estructura de transcripcion de los genes, incluyendo los sitios de
inicio, los extremos 5’ y 3’, los patrones de corte y empalme, asi como otras modi-
ficaciones postranscripcionales; y cuantificar los niveles de expresion cambiantes
de cada transcrito durante el desarrollo y en diversas condiciones (tabla 14).

Tabla 14. Técnicas en transcriptomica

Técnicas en Datos Tecnologia Bases de
R . de alto Enlace Usos
transcriptomica  arrojados .. datos
rendimiento
Perfiles de GEO Analisis de
mARN expresion de  ARN-Seq A ’ GEO expresion gé-
rrayExpress .
Marn nica
Perfiles de Microarreglos Regulacion
miARN expresion ARN-S 195 miRBase miRBase ’n;g
de miARN ¢ genica
Perfiles de ex- L .
-, LNCipedia, . ... Regulaciéon
IncARN presion de In- ARN-Seq NONCODE LNCipedia de expresion

cARN
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Técnicas en Datos Tecnologia Bases de
R . de alto Enlace Usos
transcriptomica arrojados .. datos
rendimiento
ARN de célula E c scRNA- Single Cell Heterogenei-
. xpresion anivel Atlas
Unica . , . Seq Atlas dad celular
de célula tinica
. ., Perfiles de
ARNt Identificaciony ARN-Seq  GtRNAdb  GtRNAdb ARNt
cuantificacion
Secuenciacion Analisis de
ARNr Perfiles de dirigida, ARN-  SILVA SILVA comunidad
ARNr Seq microbiana

Nota. Esta tabla simplificada proporciona un resumen de las técnicas en transcriptomica,
las tecnologias y bases de datos clave, asi como sus aplicaciones. Elaboracion propia a
partir de Gondane e Itkonen (2023).

Se han desarrollado diversas tecnologias para inferir y cuantificar el transcrip-
toma, entre las cuales se incluyen enfoques basados en hibridacion, secuenciacion,
hasta las tltimas técnicas de transcriptomas espaciales.

La secuenciacion de ARN moderna permite un muestreo imparcial de
transcritos en contraste con, por ejemplo, ensayos basados en micromatrices o
RT-gqPCR , que requiere un disefio de sonda para dirigirse especificamente a las
regiones de interés. Los perfiles de expresion génica obtenidos permiten ademas la
deteccion de isoformas génicas, fusiones génicas, variantes de un solo nucleo6tido
y muchas otras propiedades interesantes. La secuenciacion de ARN moderna no
estd limitada por el conocimiento previo y permite la captura de caracteristicas
conocidas y novedosas, lo que da como resultados conjuntos de datos ricos que
se pueden usar para el analisis de datos exploratorios (ITKONEN, 2023).

La secuenciacion del ARN se puede llevar a cabo principalmente de dos
formas: mediante la secuenciacion del ARN mixto de la fuente de interés entre las
células (secuenciacion masiva) o mediante la secuenciacion de los transcriptomas
de las células individualmente (secuenciacion unicelular).

3.1. ENFOQUES BASADOS EN HIBRIDACION

La hibridacion es una técnica muy utilizada para estudiar el ARN. Permite
detectar y cuantificar la presencia de moléculas de ARN especificas en una
muestra. A continuacion, se presentan algunas de las técnicas de hibridacion
comunes utilizadas para el estudio del ARN (figura 34).
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Hibridacion in situ (ISH): esta técnica permite detectar la localizacion espacial
de moléculas de ARN dentro de células o tejidos. Se utilizan sondas de ARN
marcadas con fluorocromos o enzimas para hibridar con el ARN diana en la
muestra. La deteccion de la sefal se realiza mediante microscopia de fluorescencia
o métodos histoquimicos.

Figura 34. Enfoques basados en hibridacion
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Nota. La figura presenta tres técnicas de hibridacion in situ: ISH, para detectar
secuencias especificas de ADN o ARN en tejidos, visualizando la expresion genética;
CISH o ISH cromogénico, que utiliza marcadores visibles en microscopia optica
para localizar secuencias en el nucleo; y FISH, que emplea sondas fluorescentes para
identificar secuencias en cromosomas y estudiar alteraciones cromosomicas. Estas
técnicas permiten analisis detallados de expresion génica y estructura cromosomica
en muestras biologicas.

Existen dos formas basicas de visualizar el ARN. Por hibridacion in situ: la
deteccion por fluorescencia (FISH) y la deteccion cromogénica (CISH). Ambos
utilizan una sonda especifica etiquetada que se hibridiza con la muestra, pero el
instrumental utilizado para visualizar las muestras es diferente para cada método.
En CISH se visualiza utilizando microscopia de campo claro, lo que permite
ver la sefial CISH y la morfologia del tejido simultaneamente, esta tecnologia
es especialmente 1til en el diagnostico de patologia molecular (ITKONEN, 2023).
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3.1.1.  ARN-FISH

Fundamento: es una técnica que Es una técnica de hibridacion in situ
utiliza sondas fluorescentes comple- | que utiliza sondas de ARN marcadas con
mentarias a secuencias especificas .
o fluorocromos para detectar y localizar
de ARN para detectar y visualizar la ; i
ubicacion de ARN en células o tejidos. moléculas de ARN especificas dentro de
células o tejidos, es util para estudiar la
expresion génica. La hibridacion se visualiza mediante microscopia de fluores-
cencia, lo que permite la observacion directa de la localizacion espacial del ARN.
También se puede visualizar utilizando citometria de flujo y citometria de alta

capacidad (ITKONEN, 2023).

3.1.2.  NORTHERN BLOT

Esta técnica, desarrollada en la década de
. . 1970, se utiliza para detectar y cuantificar la
lizada para detectar y analizar la . ,
presencia, cantidad y tamafio de | Presencia de ARN espeglﬁco enuna muestra.
ARN especifico en una muestra | Consiste en la separacion de las moléculas
biologica. de ARN por electroforesis en gel, la transfe-
rencia a una membrana y la hibridacion con
sondas de ADN o ARN complementarias marcadas que se unen al ARN de
interés (figura 35).

Fundamento: es una técnica uti-

Es una técnica que permite la deteccion y cuantificacion de ARN especificos
en una muestra. Consiste en la separacion de los ARN mediante electroforesis en
gel de agarosa y su transferencia a una membrana. Luego, se realiza la hibridacion
con sondas de ARN especificas marcadas con radioisétopos o enzimas para
detectarla (ITKONEN, 2023).
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Figura 35. Northern blot

Muestra de ARN  Separacion del ARN por  Membrana de Bloting y migracién de ARN

electroforesis nitrocelulosa en la membrana
L N |
-- (
;:.Ecr‘:c
Nitrocelulosa Hibridacién con sondas  visualizacién de las
ARN sin marcar complementaria bandas Analisis de gel
. /—Lube{ed probe
—_— —_—

Nota. La figura ilustra la técnica de Northern Blot para detectar ARN. El ARN se
separa en un gel, se transfiere a una membrana y se hibrida con una sonda marcada para
visualizar ARN especifico, proporcionando informacion sobre su tamafio y abundancia.

3.1.3.  ARN FISH USANDO AMPLIFICACION DE SENAL DE ADN RAMIFICADO

Las técnicas tradicionales de FISH
Fundamento: es una técnicaqueam- | utilizan secuencias de oligonucledtidos
plifica la ieﬁg Cié ARN Uets;li?edﬁcoden grandes marcadas con uno a cinco fluoro-
una muestra b1ologica. 111za sondas 4 f

de ARN y sondas (gle "\DN ramificado foros y estan 1'1m1tada}s por un fondo a.lrto
para detectar y amplificar la sefial de y una ser}s1b111dad baja .debld.(), ala un1~on
ARN, mejorando la sensibilidad y la | 1O especifica y la amplificacion de sefial
visualizacion del objetivode ARN en | 1nsuficiente. Con la tecnologia de ADNb,
la muestra. un conjunto de sondas especificas del
objetivo de aproximadamente 20 pares de
oligonucledtidos cortos se hibrida con las regiones especificas en la secuencia
de ARN objetivo de interés (ITKONEN, 2023).

Los pasos posteriores de amplificacion de la sefial requieren que cada
par de oligonucleotidos se una al ARN objetivo en posiciones adyacentes,
proporcionando especificidad al objetivo, asi como un sitio de acoplamiento
disponible para que otros oligonucleotidos se hibriden. Los pasos de hibridacion
adicionales finalmente dan como resultado un drbol de hibridacion marcado
con fluorescencia que proporciona deteccion de moléculas de ARN individuales
mediante imagenes o citometria de flujo (ITKONEN, 2023).
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Actualmente hay disponibles cuatro tipos de juegos de sondas fluorescentes
para la deteccion de ARN de ViewARN Cell o PrimeFlow, utilizando varios
colorantes Alexa Fluor con distintos espectros de emision. Al multiplexar mas
deun objetivo de ARN en una sola muestra, cada conjunto de sondas debe ser de
un tipo Unico para diferenciar su sefial de las demas. Para los ensayos de tejido
ViewARN ISH, solo hay dos tipos de conjuntos de sondas disponibles que son
detectables por fluorescencia o quimioluminiscencia utilizando sustratos Fast
Red o Fast Blue (ITKONEN, 2023).

La amplificacion de la sefal mediante la tecnologia de ADNbD se logra a
través de una serie de pasos de hibridacion secuencial, que dan como resultado la
formacion de una estructura similar a un arbol. Las moléculas preamplificadoras
se hibridan con su respectivo par de sondas de oligonucle6tidos unidas para
formar el tronco del drbol. Miltiples moléculas amplificadoras se hibridan con
su respectivo preamplificador para crear las ramas. Finalmente, varias sondas de
etiquetas se hibridan con los amplificadores para formar las /ojas del arbol. Un
arbol de amplificacion de sefial completamente ensamblado contiene 400 sitios de
union de sonda de etiqueta. Si todos los oligonucledtidos especificos del objetivo
en un conjunto de sondas de 20 pares de oligonucle6tidos se unen al transcrito
de ARN objetivo, se puede lograr una amplificacion de 8000 veces (figura 36).

Figura 36. Proceso de formacion del ADN ramificado
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Nota. Lafiguramuestra el proceso de ARN FISH con amplificacion de sefial mediante
ADN ramificado. Primero, se ensamblan arboles de ADN ramificado en la secuencia
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objetivo de ARN mediante sondas especificas. Luego, se aplican sondas contenedoras
emparejadas para construir ramas adicionales, amplificando asi las sefales en los
sitios de union. Finalmente, las sondas etiquetadas se unen a los sitios amplificados,
lo que permite una sefial mas intensa y detectable en el analisis de hibridacion in situ,
mejorando la sensibilidad para la deteccion de ARN.

3.1.4.  MICROARREGLOS DE ADN (ADN MICROARREGLOS)

. . Aunque también se utilizan en gendmica,
F““da‘}‘l‘?“t‘é: también conocidos | os microarreglos de ADN son una herramienta
comlo Chips de Expesion Senea, |- jmportante en transcriptomica. Permiten medir
se basan en la hibridacion de imults 1 i6n de miles d

ARN para detectar y cuantificar | Simultaneamente la expresion de miles de genes
la expresi(’)n de miles de genes y evaluar los niveles de ARNm en una muestra.
simultaneamente. Los microarreglos contienen sondas de ADN
que se hibridan con el ARNm presente en la

muestra y se detectan mediante fluorescencia (APARNA y TETALA, 2023).

Las técnicas de microarreglos son una poderosa herramienta para estudiar el
ARN y analizar simultaneamente la expresion de miles de genes en una muestra.
Esta basada en la hibridacion y generalmente implican la incubacion de ADNc
marcado con fluorescencia en microarreglos personalizados o en oligomicroarre-
glos comerciales de alta densidad. Estas técnicas permiten detectar y cuantificar
la abundancia relativa de ARN especificos en una muestra (ZHANG et al., 2021).

En 1995, se reportaron métodos para cuantificar los niveles de expresion génica
mediante un pequefio chip: el microarreglo. Por primera vez, fue posible analizar
la expresion génica en todo el genoma. Sin embargo, esta técnica podria usarse
solo para genes diana ya conocidos. Otra limitacion de la micromatriz es la falta de
informacion a nivel de exon. Esto condujo al desarrollo de micromatrices de exon,
proporcionando asi una vision mas profunda de la biologia subyacente (APARNA
y TETALA, 2023). Algunas de las técnicas de microarreglos mas utilizadas para
el estudio del ARN se presentan a continuacion.

3.14.1. Microarreglos de oligonucleotidos

En esta técnica, se imprimen miles de sondas de oligonucleo6tidos en un soporte
solido, como una diapositiva de vidrio o una matriz de silicio. Estas sondas estan
incluidas para ser complementarias a secuencias de ARN especificas. Luego, se
extraey etiqueta el ARN de interés de la muestra de estudio, y se hibrida con los
oligonucleotidos en el microarreglo. La deteccion de la seial se realiza mediante
la identificacion de la etiqueta, que puede ser un fluorocromo o una enzima. La
intensidad de la sefial detectada proporciona informacion sobre la abundancia
relativa del ARN en la muestra.
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3.14.2. Microarreglos de ADN de expresion genética

En esta técnica se utilizan microarreglos en los que se imprime una coleccion
de fragmentos de ADN que representan genes especificos o regiones gendmicas.
Estos fragmentos de ADN actiian como sondas para hibridar con ARN de la
muestra. El ARN extraido de la muestra se marca y se hibrida con los fragmentos
de ADN en el microarreglo. La deteccion de la sefial se realiza de manera similar
a los microarreglos de oligonucleodtidos. La intensidad de la sefial detectada
proporciona informacion sobre la expresion relativa de los genes en la muestra
(ZHANG et al., 2021).

Estas técnicas de microarreglos permiten el estudio de la expresion génica,
la identificacion de biomarcadores, la caracterizacion de enfermedades y la
investigacion de vias biologicas. Ademas, han sido ampliamente utilizados en
la investigacion gendmica y en el descubrimiento de nuevos genes relacionados
con enfermedades y procesos biologicos.

También, se han creado matrices especializadas, como aquellas con sondas
que cubren uniones de exones, lo que permite detectar y cuantificar diferentes
isoformas generadas mediante el proceso de empalme. Se han desarrollado
microarreglos de mosaico gendmico que presentan una alta densidad y permiten
un mapeo de regiones transcritas con una resolucion muy precisa, desde unos
pocos pares de bases hasta aproximadamente 100 pares de bases. Los enfoques
basados en la hibridacion son altamente eficientes y relativamente econdmicos,
a excepcion de las matrices de mosaico de alta resolucion que se utilizan para
analizar genomas extensos (ZHANG et al., 2021).

3.14.3. Microarreglos de ADNc

La metodologia utilizada para detectar genes aumentados en un tejido
se describe brevemente de la siguiente manera: en primer lugar, se extrae el
ARN de la muestra. Dado que el ARN es altamente inestable y se degrada
rapidamente, es crucial que los tejidos se mantengan frescos o sean congelados
inmediatamente después de su obtencion. A continuacion, el ARN se convierte
en ADN complementario (ADNc) utilizando una transcriptasa inversa. Durante
este proceso, el ADNc se marca con un fluorocromo, que es una molécula capaz
de emitir luz cuando se excita por un laser adecuado (figura 37).
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Figura 37. Microarreglos de ADNc
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Nota. La figura muestra el proceso de microarreglos de ADNc. Primero, se prepara
ARN de muestra y se convierte en ADNc marcado con sondas de colores especificos.
Luego, el ADNc se hibrida en una matriz de microarreglos, donde las sondas marcadas
se unen a secuencias complementarias. Finalmente, la matriz se escanea para detectar
las sefiales fluorescentes, con cada color indicando la presencia y el nivel de expresion
de genes especificos en la muestra.

La sonda de ADNc marcada, que contiene una muestra de los genes expresados
en el tejido original, se hibrida con las secuencias diana depositadas en el
microarreglo. Estas secuencias diana son complementarias a las secuencias
génicas expresadas. Sin embargo, debido a que la eficiencia del marcado puede
variar entre diferentes genes y la cantidad de ADN diana puede diferir entre
microarreglos, se suelen llevar a cabo experimentos de competicion. Estos
experimentos implican la comparacion de dos muestras de ADN de tejidos
diferentes en el mismo microarreglo, siendo cada muestra marcada con un
fluorocromo distinto. Ambas muestras se mezclan y se hibridan simultaneamente
en el microarreglo (ZHANG et al., 2021).
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Este disefio experimental presenta varias ventajas significativas. En primer
lugar, al realizar las comparaciones entre las dos muestras en un mismo
microarreglo, se reducen las variaciones y las posibles fuentes de error en
comparacion con las comparaciones entre muestras de diferentes microarreglos.
Esto proporciona resultados mas precisos y confiables. Ademas, este enfoque
permite reducir a la mitad el nimero de microarreglos necesarios para realizar
las comparaciones. Esto no solo ahorra tiempo y recursos, sino que también
facilita la logistica experimental al minimizar la manipulacién de multiples
microarreglos (ZHANG et al., 2021).

Una vez completada la hibridacion, el microarreglo se somete a un escaneo
utilizando un escaner laser, generando dos imagenes distintas, una para cada
fluorocromo utilizado. Estas imagenes muestran puntos de luz cuyas intensidades
varian segln el nivel de hibridacion alcanzado en cada diana del microarreglo.
Posteriormente, estas imagenes se procesan mediante un software especializado
que cuantifica la sefial de cada punto (diana) para cada fluorocromo (muestra),
generando una base de datos que se analizard utilizando técnicas estadisticas.

Frecuentemente, se crea una imagen superpuesta en forma de seudocolor,
donde una de las imagenes se representa en rojo y la otra en verde. De esta
manera, los puntos que aparecen en color amarillo indican una sefal alta en
ambas muestras, en cantidades similares. Esta representacion visual facilita la
identificacion rapida de regiones de interés que muestran cambios en la expresion
génica entre las dos muestras analizadas (APARNA y TETALA, 2023).

En la actualidad, se reconoce que los experimentos basados en un unico
microarreglo tienen limitaciones en términos de validez. Esto se debe a la
considerable variabilidad de los datos, la cual debe ser controlada mediante el
uso de un nimero adecuado de réplicas y tamanios de muestra.

Los métodos de hibridacion y microarreglos presentan diversas limitaciones
que es importante tener en cuenta. En primer lugar, se basan en el conocimiento
existente sobre la secuencia del genoma, lo que implica cierta dependencia de
la informacion previa. Ademas, pueden presentar altos niveles de fondo debido
a la hibridacion cruzada, lo que puede interferir con la deteccion precisa de las
sefiales de interés. Asimismo, el rango dinamico de deteccion esta limitado tanto
por el fondo como por la saturacion de las sefiales (APARNA y TETALA, 2023).

Por otro lado, la comparacion de niveles de expresion entre diferentes
experimentos suele ser un desafio, y a menudo requiere métodos de normalizacion
complejos para obtener resultados confiables y comparables. Es importante
tener en cuenta estas limitaciones al interpretar y analizar los datos obtenidos
mediante hibridacién y microarreglos, y considerar enfoques complementarios
y validaciones adicionales para obtener una imagen mas completa y precisa de
los perfiles de expresion génica.
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3.2. ENFOQUES BASADOS EN SECUENCIAS

Los enfoques basados en secuencias proporcionan informacion directa sobre
la secuencia de ADNc. En un principio, la secuenciacion de Sanger se utilizo para
secuenciar ADNCc o bibliotecas de EST (secuencias expresadas). Estos métodos,
basados en etiquetas, permitieron superar algunas limitaciones de los enfoques
de hibridacion, como la presencia y cantidad de ARN objetivo. Algunos ejemplos
de estos métodos incluyen el andlisis en serie de la expresion génica (SAGE), el
analisis Cap de la expresion génica (CAGE) y la secuenciacion masiva de firmas
en paralelo (MPSS) (ZHANG et al., 2021).

3.2.1.  ANALISIS EN SERIE DE LA EXPRESION GENICA (SAGE)

Esta técnica es utilizada para obtener in-
Fundamento: se basa en la ge- | formacion sobre la expresion de genes en una
neracion de etiquetas nicas de | aqtra especifica, permite obtener un perfil
secuencias cortas de ARN de la T .

muestra, que luego se amplifican detallado Qe la expresion génica en una mues-
y secuencian. tra determinada, incluyendo la identidad y la

abundancia relativa de cada ARNm presente.

En primer lugar, se aisla el ARNm de la muestra de interés y se generan
fragmentos de ADN complementarios (ADNc) utilizando cebadores biotinila-
dos. Estos cebadores se unen al ARNm y generan fragmentos de ADNc com-
plementarios basados en las secuencias de ARNm presentes. A continuacion,
los fragmentos de ADNc generados se amplifican mediante técnicas de PCR y
se someten a secuenciacion de alto rendimiento para obtener informacion sobre
las secuencias de los genes expresados en la muestra. Los fragmentos de ADNc
secuenciados contienen 7ags que representan secuencias cortas de ADN que
se originan de los ARNm presentes en la muestra. Estos Tags se analizan y se
utilizan para identificar y cuantificar los genes expresados en la muestra.

Es importante tener en cuenta que esta técnica tiene algunos desafios,
como la identificacion de 7ags cortos y desconocidos de genes y su posible
falta de especificidad, sin embargo, también tiene ventajas, como la capacidad
de identificar genes desconocidos y proporcionar medidas cuantitativas de la
expresion génica sin necesidad de informacion previa sobre las secuencias de
los genes (ZHANG et al., 2021).

3.2.2.  ANALisis CAP DE LA EXPRESION GENICA (CAGE)
Latécnica de andlisis del extremo 5’ (CAGE), permite obtener la poblacion instan-

tanea de ARNm en una muestra biologica. Esta técnica permite identificar los sitios
de inicio de la transcripcion y cuantificar la abundancia de los transcritos de ARN.
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Los resultados de CAGE consisten en
un conjunto de secuencias nucleotidi-
cas cortas (llamadas etiquetas) junto
con su recuento de ocurrencias. Los
fragmentos pequefios de ARNm, que
tienen una longitud de 27 nucleotidos
se extraen y se someten a una RT-PCR
para obtener ADNCc, se amplifican por
PCR y se secuencian (ZHANG et al., 2021; APARNA y TETALA, 2023).

Fundamento: se basa en la secuencia
llamada cap al extremo 5° de los ARN
transcritos. Luego, se aislan y secuencian
los fragmentos de ARN marcados con el
cap, lo que permite identificar los sitios de
inicio de la transcripcion y determinar los
niveles de expresion génica.

Los numeros de copias de las etiquetas de CAGE proporcionan una cuanti-
ficacion digital de las abundancias de los transcritos de ARN en las muestras
bioldgicas. Utilizando un genoma de referencia, se puede determinar, con cierta
confianza, el ARNm original (y, por lo tanto, el gen) del cual se extrajo la etiqueta.

CAGE se utiliza principalmente para localizar los sitios exactos de inicio de
la transcripcion en el genoma, este conocimiento, a su vez, permite investigar la
estructura del promotor necesaria para la expresion génica.

Las etiquetas de CAGE tienden a comenzar con una guanina adicional (G)
que no esta codificada en el genoma. Esta guanina adicional se atribuye a la
extension de 5” sin plantilla durante la sintesis de ADNc de cadena simple o a
la reversion transcripcion de la tapa misma. Cuando no se corrige, esto puede
llevar a un mapeo erroneo de las etiquetas de CAGE, por ejemplo, a seudogenes
no transcritos. Sin embargo, la adicion de estas guaninas también se ha utilizado
como una sefial para filtrar los picos de sitios de inicio de la transcripcion mas
confiables (ZHANG et al., 2021).

A lo largo de los aiios, se han desarrollado variantes y mejoras de la técnica origi-
nal de CAGE. Algunas de estas variantes incluyen el uso de cebadores de reversion
transcripcion aleatorios, secuenciacion de alto rendimiento y el uso de métodos
alternativos para capturar los extremos 5’ del ARN. Estas mejoras han ampliado las
aplicaciones y la eficiencia de CAGE en el andlisis de la expresion génica.

3.2.3.  SECUENCIACION MASIVA DE FIRMAS EN PARALELO (MPSS)

La técnica de secuenciacidn masi-
va de firmas en paralelo (MPSS, por

Fundamento: se basa en la generacion de pe-

queilos fragmentos de ARN conocidos como
firmas, que se unen a oligonucle6tidos en una
matriz sélida. Luego, las firmas se amplifican
y se someten a secuenciacion masiva, lo que
permite determinar la abundancia relativa
de cada firma y, por lo tanto, de los genes
correspondientes.

sus siglas en inglés) es un método
utilizado para identificar y cuantificar
los transcriptos de ARNm mediante
la generacion de secuencias de firma
de 17-20 pb cerca del extremo 3’ del
sitio de restriccion designado (ZHANG
etal.,2021; APARNA y TETALA, 2023).
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En esta técnica se parte de una muestra de ARNm que se convierte en
ADNCc utilizando transcriptasa inversa. Los ADNc se fusionan con un pequefio
oligonucleotido llamado etigueta que permite amplificar los ADNc mediante
PCR y luego unirlos a microperlas. Después de varias rondas de determinacion
de secuencias utilizando hibridacion de sondas marcadas con fluorescencia, se
determina una secuencia de firma de aproximadamente 16-20 pares de bases (pb)
en cada perla. La imagen de fluorescencia captura la sefal de todas las perlas,
que estan fijadas en una superficie bidimensional, lo que permite determinar
las secuencias de ADN de todas las perlas en paralelo. En cada experimento se
obtienen aproximadamente 1.000.000 de secuencias. El recuento de transcriptos
indica el nivel de expresion, y se calcula dividiendo el nimero de transcriptos
de un gen especifico por el nimero total de transcriptos presentes en el conjunto
de datos (figura 38).

Figura 38. Transcriptomica: enfoques basados en secuencia
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Nota. Lafigura describe tres técnicas de transcriptomica basadas en secuenciacion:
RNA-Seq, que permite cuantificar la expresion génica global y detectar isoformas;
scRNA-Seq, que analiza la expresion a nivel de célula tnica para estudiar la
heterogeneidad celular; y Ribo-Seq, que secuencia solo ARN asociado a ribosomas
para estudiar la traduccién activa. Estas técnicas ofrecen una vision completa de la
expresion y regulacion génica en diferentes contextos.

La técnica MPSS tiene varias ventajas, como su alta sensibilidad, ya que
puede detectar solo unas pocas moléculas de ARNm por célula, y su capacidad
para generar conjuntos de datos en formato digital que facilitan el andlisis y la
gestion de los datos. Ademas, los conjuntos de datos MPSS son aditivos, lo que
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significa que se pueden combinar los datos de multiples andlisis con la misma
muestra inicial de ARNm. Sin embargo, también tiene algunas limitaciones,
como la imposibilidad de asignar firmas a un pequefio porcentaje de genes y
transcriptos, lo que impide medir sus niveles de expresion.

Estos enfoques de secuenciacion basados en etiquetas son altamente eficientes
y pueden proporcionar niveles de expresion génica digitales precisos. Sin embargo,
la mayoria de ellos se basan en la tecnologia de secuenciacion de Sanger, lo cual
conlleva algunas limitaciones. Una parte significativa de las etiquetas cortas
generadas no puede ser mapeada de manera unica en el genoma de referencia,
lo que dificulta su asignacion precisa. Ademas, estos enfoques suelen analizar
solo una fraccion de la transcripcion, lo que implica que las isoformas no se
pueden distinguir entre si. Estas desventajas restringen el uso de la tecnologia
de secuenciacion tradicional para una anotacion exhaustiva de la estructura de
los transcriptomas (APARNA y TETALA, 2023).

3.3. ARN-SEQ

= En los tltimos afios, han surgido
Fundamento: se basa en la conversion del

ARN en ADN complementario (cADN) y su nuevos métodos de se'cugnma(:lon
posterior secuenciacion masiva. En el proceso de ADN de alto rendlm'le.njto que
de ARN-seq, el ARN total o el ARN mensajero han abierto nuevas posibilidades
(ARNm) se extraen de lamuestra y se convierte | en el mapeo y cuantificacion de
en cADN mediante la accion enzimatica de la transcriptomas. Uno de estos
transcriptasa inversa.

métodos, conocido como ARN-
Seq (secuenciacién de ARN),
presenta claras ventajas en comparacion con los enfoques existentes y se espera
que revolucione la forma en que se analizan los transcriptomas en organismos
eucariotas. El ARN-Seq ha sido aplicado con éxito en diferentes organismos,
como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Arabidopsis
thaliana, ratones y células humanas. Esta tecnologia ha demostrado su potencial
para obtener una vision mas completa y detallada de los transcriptomas, brindando
informacion invaluable sobre la expresion génica y la regulacion de genes en
diversos contextos biologicos (WAN et al., 2009).

El ARN-Seq es un enfoque avanzado en el andlisis de transcriptomas
que utiliza tecnologias de secuenciacion de alta profundidad. Este método
ha revolucionado nuestra comprension del alcance y la complejidad de los
transcriptomas en organismos eucariotas. Al emplear el ARN-Seq, se logra una
medicion mucho mas precisa de los niveles de expresion de los transcritos y sus
isoformas, proporcionando una vision completa y detallada de la regulacion
génica. Como resultado, el ARN-Seq ha transformado la forma en que
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investigamos y comprendemos los transcriptomas, abriendo nuevas perspectivas
en la investigacion biologica y médica (KHOZYAINOVA et al., 2023).

3.3.1. TeEcNnorLoGia ARN-SEQ

ARN-Seq utiliza tecnologias de secuenciacion profunda desarrolladas
recientemente. En general, para realizar el ARN-Seq, una poblacion de ARN,
ya sea total o fraccionado (como poli(A)+), se convierte en una biblioteca de
fragmentos de ADNc mediante la union de adaptadores a uno o ambos extremos.
Luego, cada molécula, con o sin amplificacion, se somete a secuenciacion de alto
rendimiento para obtener secuencias cortas de uno o ambos extremos. La longitud
de las lecturas suele variar entre 30 y 400 pb, dependiendo de la tecnologia de
secuenciacion de ADN utilizada. Se pueden emplear diversas tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento, como Applied Biosystems SOLiD y Roche
454 Life Science, que ya se han utilizado en estudios de ARN-Seq. Ademas, el
sistema tSMS de Helicos Biosciences, aunque no se ha utilizado en estudios de
ARN-Seq publicados, también es adecuado y presenta la ventaja adicional de
evitar la amplificacion del ADNc objetivo (WAN et al., 2009: KHOZYAINOVA et
al., 2023).

Después de la secuenciacion, las lecturas obtenidas se alinean con un genoma
de referencia o con transcripciones de referencia, o se ensamblan de novo sin la
secuencia gendomica para generar un mapa de transcripcion a escala del genoma.
Este mapa proporciona informacion tanto sobre la estructura transcripcional
como sobre el nivel de expresion de cada gen, permitiendo un andlisis completo
de los transcriptomas (figura 39).

En sintesis, en el proceso de ARN-Seq, los ARN largos se convierten en
una biblioteca de fragmentos de ADNc mediante fragmentacion de ARN o
fragmentacion de ADN. Luego, se agregan adaptadores de secuenciacion a
cada fragmento de ADNg, y se realiza la secuenciacion de alto rendimiento para
obtener secuencias cortas de cada ADNc. Las secuencias resultantes se alinean
con el genoma o transcriptoma de referencia y se clasifican en tres tipos: lecturas
exonicas, lecturas de union y lecturas finales poli(A). Estos tipos de lecturas se
utilizan para generar un perfil de expresion de resolucion de base para cada gen.
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Figura 39. Ensayo de ARN-Seq
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Nota. La figura muestra el proceso de RNA-Seq, donde el ARN mensajero se
fragmenta, convierte en cADN, y se secuencia en pequefias lecturas. Estas lecturas se
alinean con el genoma para mapear regiones exonicas y extremos poli(A), generando
un grafico que indica la cobertura y niveles de expresion de los transcritos. Tomada y
modificada de Wang et al. (2009).

Respecto a las ventajas de ARN-Seq, se puede decir que aunque el ARN-
Seq es todavia una tecnologia en desarrollo activo, ofrece diversas ventajas
significativas en comparacion con las tecnologias existentes (tabla 15). En
primer lugar, a diferencia de los enfoques basados en hibridacion, el ARN-Seq
no se limita a detectar transcripciones que se correspondan con la secuencia
gendmica existente. Por ejemplo, se ha utilizado el ARN-Seq basado en 454
para secuenciar el transcriptoma de la mariposa fritillary de Glanville, lo cual lo
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hace particularmente atractivo para el estudio de organismos no modelo cuyas
secuencias genodmicas ain no se han determinado. Ademas, el ARN-Seq puede
revelar con precision los limites de transcripcion a nivel de una sola base, lo que
brinda informacién detallada sobre la estructura de los transcritos (KHOZYAINOVA
et al., 2023).

Las lecturas cortas de 30 pb en el ARN-Seq proporcionan informacion sobre
la conexion de dos exones, mientras que las lecturas mas largas o las lecturas
cortas en pares permiten revelar la conectividad entre varios exones. Estas
caracteristicas hacen que el ARN-Seq sea una herramienta invaluable para el
estudio de transcriptomas complejos. Ademas, el ARN-Seq tiene la capacidad
de revelar variaciones de secuencia, como polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNP), en las regiones transcritas, lo que amplia su utilidad en la deteccion de
variaciones genéticas. Estas técnicas presentan algunas ventajas (KHOZYAINOVA

et al., 2023) (tabla 15).

Tabla 15. Ventajas clave sobre las tecnologias existentes

Especificaciones Microarreglo Secuenciacion ARN-seq

tecnologicas de mosaico de ADNc o EST

Principio Hibridacion secuenciacion de Secuenciacion de
Sanger alto rendimiento
Resolucion De varios a 100 Base tinica Base unica
pb

Rendimiento Alto Bajo Alto
Confianza en la secuencia Si No En algunos casos
gendmica
Ruido de fondo Alto Bajo Bajo
Solicitud
Mapear simultaneamente las  Si Limitado para la Si
regiones transcritas y la expre- expresion génica.
sion génica
Rango dindmico para cuantifi- Hastaunoscien- No practico >8,000 veces
car el nivel de expresion génica  tos de veces
Habilidad para distinguir di- Limitado Si Si
ferentes isoformas
Habilidad para distinguir la  Limitado Si Si

expresion alélica
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Temas practicos

Cantidad requerida de ARN  Alto Alto Bajo

Costo para mapear transcrip-  Alto Alto Relativamente bajo
tomas de genomas grandes

Tomando en consideracion todas estas ventajas, el ARN-Seq se posiciona
como el primer método basado en secuenciacion que permite examinar de
manera cuantitativa y con alto rendimiento todo el transcriptoma. Este enfoque
ofrece una resolucion a nivel de base tnica para la anotacion de genes y niveles
de expresion génica digitales a escala del genoma. Ademas, el ARN-Seq suele
tener un costo significativamente mas bajo en comparacion con las matrices de
mosaico o la secuenciacion Sanger EST a gran escala (KHOZYAINOVA ef al., 2023).

El método Optimo para el andlisis del transcriptoma deberia ser capaz de
identificar y cuantificar directamente todos los tipos de ARN, ya sean pequenos
o grandes. Aunque el ARN-Seq ofrece ventajas significativas, es importante tener
en cuenta que implica varias etapas de manipulacion durante la generacion de las
bibliotecas de ADNc. Estas etapas pueden presentar desafios y complicaciones en
el perfilado exhaustivo de todos los tipos de transcritos. Sin embargo, a medida
que la tecnologia avanza, se espera que se superen estos obstaculos y que el
ARN-Seq siga evolucionando como una herramienta cada vez mas poderosa y
confiable para el analisis completo del transcriptoma.

Otras ventajas de en comparacion con los microarreglos de ADN. En primer
lugar, el ARN-Seq tiene una sefial de fondo extremadamente baja o incluso
inexistente, debido a que las secuencias de ADN se pueden mapear de manera
univoca en regiones Unicas del genoma. Esto contrasta con los microarreglos
de ADN, que pueden presentar un fondo de sefial més alto y ambiguo. Ademas,
el ARN-Seq no tiene un limite superior para la cuantificacion, ya que esta
correlacionado con el nimero de secuencias obtenidas. Esto resulta en un amplio
rango dinamico de niveles de expresion que se pueden detectar. Por ejemplo,
estudios han estimado un rango de mas de 9.000 veces en Saccharomyces
cerevisiae mediante el andlisis de 16 millones de lecturas mapeadas, y un rango
que abarca cinco 6rdenes de magnitud estimado para 40 millones de lecturas de
secuenciacion en raton (KHOZYAINOVA et al., 2023).

En contraste, los microarreglos de ADN tienen una menor sensibilidad para
genes expresados en niveles bajos o muy altos, lo que limita su rango dinamico
a cientos o pocas centenas. Ademas, el ARN-Seq ha demostrado ser altamente
preciso en la cuantificacion de los niveles de expresion, como se ha confirmado
mediante técnicas como PCR cuantitativa (QPCR) y controles de ARN con
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concentracion conocida. Los resultados del ARN-Seq también han demostrado
una alta reproducibilidad tanto en réplicas técnicas como bioldgicas. Por tltimo,
debido a que el ARN-Seq no requiere pasos de clonacion y la tecnologia Heliscope
no implica amplificacion, se requiere una menor cantidad de muestra de ARN
en comparacion con otros métodos.

El ARN-Seq se destaca por su baja sefial de fondo, su amplio rango dindmico
de deteccion, su precision en la cuantificacion de expresion génica y su alta
reproducibilidad. Estas caracteristicas hacen que el ARN-Seq sea una herramienta
valiosa en la investigacion transcriptomica, con beneficios significativos sobre los
microarreglos de ADN y otros enfoques tradicionales (KHOZYAINOVA et al., 2023).

Teniendo en cuenta todas estas ventajas, ARN-Seq es el primer método basado
en la secuenciacion que permite examinar todo el transcriptoma de una manera
cuantitativa y de muy alto rendimiento. Este método ofrece una resolucion de
base tnica para la anotacion y niveles de expresion génica digitales a escala del
genoma, a menudo a un costo mucho menor que las matrices de mosaico o la
secuenciacion Sanger EST a gran escala (KHOZYAINOVA ef al., 2023).

Las ARN-Seq son ampliamente usadas y tiene claras ventajas sobre los
métodos transcriptomicos desarrollados anteriormente. El proximo gran desafio
para ARN-Seq es apuntar a transcriptomas mas complejos para identificar y
rastrear los cambios de expresion de isoformas de ARN raras de todos los genes.
Las tecnologias que impulsaran el logro de este objetivo son la secuenciacion
de extremos de pares, la secuenciacion especifica de cadena y el uso de lecturas
mas largas para aumentar la cobertura y la profundidad. A medida que el costo
de la secuenciacion continua cayendo, se espera que ARN-Seq reemplace a los
microarreglos para muchas aplicaciones que involucran la determinacion de la
estructura y la dinamica del transcriptoma (KHOZYAINOVA ef al., 2023).

34. ETIQUETADO Y MULTIPLEXACION DE UNA SOLA CELULA MEDIANTE
SECUENCIACION /SLAM-SEQ

Fundamento: es una técnica que combina Latécnica SLAM-seq es una técnica
la marca metabolica de ARN conlasecuen- | novedosa que se utiliza para estudiar la
ciacion de ARN para obtener perfiles de | qinamica de la transcripcion a nivel de

expresion génica a nivel de células indivi- , - e - . .
duales. Consiste en marcar el ARN recien | C€lulas individuales, permite analizar la

sintetizado con nucledtidos modificados | Sintesis de ARN en células individuales
durante un periodo de tiempo definido, se- | y rastrear la actividad transcripcional

guido de la secuenciacion del ARN marcado | g ]o largo del tiempo (GONDANE E
para identificar los genes expresados. ITKONEN, 2023)
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La técnica se basa en la incorporacion de nucleotidos etiquetados de forma
no convencional en el ARN recién sintetizado en las células. Estos nucleotidos
etiquetados contienen un grupo reactivo que permite la union de una etiqueta
de oligonucleotido especifico. Luego, las células se someten a una lisis celular y
el ARN total se extrae de las células.

A continuacion, los fragmentos de ARN se someten a una reaccion de
transcripcion inversa para generar ADNc a partir del ARN. Durante esta
etapa, los oligonucleotidos etiquetados se unen al ADNc correspondiente a
las transcripciones recién sintetizadas. Estas etiquetas permiten distinguir las
transcripciones sintetizadas en diferentes momentos (KHOZYAINOVA et al., 2023).

Después de etiquetar y generar el ADNCc, se realiza una amplificacion por PCR
para aumentar la cantidad de ADNCc y se prepara una biblioteca de secuenciacion.
La biblioteca se somete a una NGS para determinar qué transcripciones se
sintetizaron en cada célula y en qué momento.

La secuenciacion de la biblioteca permite identificar las secuencias de ARN
que se producen en diferentes momentos y rastrear la dinamica de la transcripcion
a nivel de células individuales. Esto proporciona informacion valiosa sobre
la actividad transcripcional en diferentes tipos de células y bajo diferentes
condiciones experimentales (KHOZYAINOVA et al., 2023).

Para finalizar, la técnica SLAM-seq combina la incorporacion de nucledtidos
etiquetados durante la sintesis de ARN, la generacion de ADNc etiquetado y la
NGS pararastrear la dinamica de la transcripcion a nivel de células individuales.
Esta técnica ha demostrado ser una herramienta poderosa para el estudio de la
biologia celular y la regulacion génica.

3.5. SCARN-SEQ

Fundamento: Consiste en la cap- La secuenciacion de ARN unicelu!ar
tura y amplificacion de los ARN | (SCARN-seq) es una herramienta revolucio-
de células individuales, seguido | naria para estudiar la fisiologia de tejidos
de la preparacion de librerias y la | normales y patologicamente alterados. Este
secuenclacion mastva. enfoque proporciona informacion sobre las
caracteristicas moleculares (expresion génica,
mutaciones, accesibilidad a la cromatina, etc.) de las células, abre la posibilidad de
analizar las trayectorias/filogenia de la diferenciacion celular y las interacciones
célula-célula, y ayuda a descubrir nuevos tipos de células y procesos previamente
inexplorados (HEUMOS ef al., 2023; ALJANAHI ef al., 2018).
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La secuenciacion de ARN de una sola célula (scARN-seq) es una técnica
verdaderamente revolucionaria que ha ampliado significativamente nuestra
comprension de la heterogeneidad y la dinamica de los transcriptomas en las
células de varios organismos. Este método se utilizd por primera vez en 2009
para investigar blastomeros de raton en la etapa de segunda division. Aunque
se demostrd que la secuenciacion unicelular era superior a la tecnologia de
microarreglos en la evaluacion cuantitativa de la expresion génica, la principal
limitacion de scARN-seq en ese momento era la imposibilidad de multiplexacion,
ya que las bibliotecas para células individuales tenian que crearse manualmente en
tubos separados. Sin embargo, ya en 2011, se desarrollo el primer protocolo para el
multiplex scARN-seq, y en 2014, se introdujo en el mercado la primera plataforma
comercial para la preparacion automatizada de bibliotecas unicelulares, Fluidigm
Cl. En la actualidad, existen varias plataformas disponibles para scARN-seq,
incluidas Fluidigm C1/Smart-seq, BD Rhapsody (BD Biosciences, EE. UU.),
Chromium (10x Genomics, EE. UU.), etc., que brindan la posibilidad de andlisis
de alto rendimiento (HEUMOS et al., 2023).

El flujo de trabajo para scARN-seq se presenta en figura 40. La suspension
celular se prepara mediante la homogeneizacion de la muestra, y las células se
separan mediante métodos fisicos, como clasificacion celular o micromanipu-
lacion o mediante codigos de barras utilizando placas con oligonucledtidos o
microfluidica y combinatoria. Las muestras de sangre y los cultivos celulares
pueden someterse a clasificacidon o micromanipulacion sin una preparacion
preliminar de la suspension. Las células obtenidas se utilizan para la prepara-
cion de bibliotecas y posterior secuenciacion, y los datos se procesan mediante
técnicas bioinformaticas.
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Figura 40. scARN-seq
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Nota. La figura muestra el proceso de secuenciacion de ARN de célula unica.
Primero, se obtiene una muestra y se prepara una suspension celular. Las células se
aislan fisicamente y se etiquetan mediante cell barcoding (codificacion de células) para
identificar cada célula individualmente. Luego, se utiliza microfluidica y técnicas de
indexacion combinatoria para crear una libreria con codigos especificos. Esta libreria se
secuencia para identificar los perfiles de expresion génica de cada célula. Finalmente, el
analisis bioinformatico permite interpretar los datos, generando matrices de expresion
que detallan el nimero de genes expresados en cada célula individual. Tomado y
modificado de Heumos et al. (2023).

Los avances en las tecnologias scARN-seq han permitido caracterizar los
principales mecanismos celulares y moleculares involucrados en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, oncoldgicas y otras, para
determinar la taxonomia celular de organismos modelo ampliamente utilizados
como el berro ( Arabidopsis thaliana ), la mosca de la fruta ( Drosophila ) y el
pez cebra (Danio rerio), y descifrar la heterogeneidad de las células del sistema
inmunolodgico en estados normales y patoldgicos, en particular, enfermedades
oncoldgicas (ALJANAHI ef al., 2018).

Los estudios realizados al comienzo del desarrollo de la secuenciacion
unicelular se habian centrado principalmente en la investigacion de las
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poblaciones celulares de las muestras analizadas, el andlisis de la expresion génica
diferencial, el examen del ciclo celular y la identificacion de tipos de células. Sin
embargo, era obvio incluso en ese momento que las posibilidades de scARN-seq
son mucho mas amplias, y el desarrollo de enfoques bioinformaticos para integrar
y transformar lecturas de nucleo6tidos en informacion multimodal que describe
diferentes estados celulares era solo cuestion de tiempo (ALJANAHI et al., 2018).

Esta técnica emergente permite analizar el transcriptoma de células
individuales, lo que proporciona una vision mas detallada y precisa de la expresion
génica en diferentes tipos celulares y estados de desarrollo. Utiliza técnicas de
NGS y metodologias de amplificacion del ARN para estudiar el transcriptoma
a nivel de una sola célula.

La scARN-seq ha revolucionado el estudio de la fisiologia de tejidos normales
y alterados patologicamente. Esta poderosa herramienta proporciona informacion
detallada sobre las caracteristicas moleculares de las células, como la expresion
génica, las modificaciones y la accesibilidad a la cromatina. Ademas, permite
analizar las trayectorias de diferenciacion celular y las interacciones entre células,
descubrir nuevos tipos celulares y explorar procesos previamente desconocidos
(ALJaNAHI et al., 2018).

Desde una perspectiva clinica, el scARN-seq permite un analisis profundo
de los mecanismos moleculares de las enfermedades, sentando las bases para el
desarrollo de estrategias preventivas, diagnosticas y terapéuticas innovadoras

Esta revision examina diversos enfoques para el andlisis de datos scARN-
seq, evaltia las ventajas y desventajas de las herramientas bioinformaticas
disponibles, brinda recomendaciones y ejemplos de su uso exitoso, y sugiere
posibles direcciones de mejora (KHOZYAINOVA et al., 2023).

Asimismo, se subraya la importancia de desarrollar nuevos protocolos, como
los multiémicos, para la preparacion de bibliotecas de ADN/ARN de células
individuales, con el fin de obtener una comprension mas completa de las mismas.
Estos prometen una vision mas profunda y enriquecedora de la biologia celular,
impulsando asi el progreso en la investigacion y la medicina (HEUMOS et al., 2023).

Las siguientes tecnologias de secuenciacion tienen ventajas y desventajas; se-
leccionar el enfoque correcto depende de la configuracion experimental (tabla 16).
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Tabla 16. Ventajas y desventajas de las técnicas en transcriptomica

Técnica Descripcion Ventajas Limitaciones
Secuencia Cuantifica los niveles No se limitaalosgenes Se necesita una gran canti-
de ARN  de ARNdeunamuestra conocidos. dad de material de partida
estdndar  bioldgica en un mo- permite el analisis de (parg 12} preparacion tipica
mento dado. empalmes alternativos. de bibliotecas).
Enmascara la heterogenei-
dad de 1a muestra (por ejem-
plo, en el caso de 1a biopsia).
Secuencia Técnicas basadas en Mide la transcripciéon Laborioso en comparacion
de ARN  analogos denucledtidos activa. con ARN-seq.
naciente  utilizadas para evaluar Causalidad directa en- Seleccionar el tiempo de
la sintesis de ARN. Los tre el regulador y el etiquetado adecuado es
ARN nacientes incor- objetivo. fundamental: si es dema-
poran el analogo de Permite la evaluaciéon siado corto, no proporciona
nucleodtidoy seenrique- de la vida media del una instantanea de la sinte-
cen utilizando técnicas ARNm y de la degra- sis de ARNm; si es dema-
basadas en afinidad o dacion del ARNm. siado largo, no se puede
se decodifican compu- distinguir el ARN naciente
tacionalmente. y el ARN total.
scARN-  Mide los niveles de Permite evaluar la Laborioso en comparacion
seq expresion génica con heterogeneidad de la con ARN-seq.
resolucion de una sola muestra. Conseguir que las celdas
célula. Permite el seguimiento  1leguen a una solucion de
(potencial) de transi- c¢elda tmica es un desafio
ciones de destino celu- Y ¢legir la técnica correcta
lar/pasos de desarrollo. Para hacerlo es crucial.
3.6. TECNICAS PARA CUANTIFICACION DE LA TRANSCRIPCION

La cuantificacion de transcritos es el proceso de contar las coincidencias de
los transcritos secuenciados con las secuencias de genes. Estos hits contados
eventualmente llegan a la tabla de conteo. Més detalles sobre este proceso
computacional se describirdn mas adelante. Hay dos enfoques principales para
la cuantificacion de la transcripcion: de longitud completa y basada en etique-
tas. Los protocolos de longitud completa intentan cubrir toda la transcripcion
de manera uniforme con lecturas de secuenciacion, mientras que los protocolos
basados en etiquetas solo capturan los extremos 5’ 0 3’ (LOWE et al., 2017). El
método de cuantificacion de la transcripcion tiene fuertes implicaciones en
los genes capturados y, por lo tanto, los analistas deben conocer el proceso de
cuantificacion utilizado.
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3.6.1. PROTOCOLOS DE SECUENCIACION DE CELULAS INDIVIDUALES

Actualmente, existen tres tipos de protocolos de secuenciacion de una
sola célula, que se agrupan principalmente por sus protocolos de aislamiento
celular: estrategias basadas en dispositivos de microfluidos donde las células se
encapsulan en gotas de hidrogel; protocolos basados en placa de pocillos donde
las células se separan fisicamente en pocillos y, por ultimo, la solucion comercial
basada en un chip microfluidico (Fluidigm Cl1) que carga y separa las células
en pequefias camaras de reaccion. Estos tres enfoques difieren en su capacidad
para recuperar transcritos, el nimero de células secuenciadas y muchos otros
aspectos (LOWE et al., 2017). En las siguientes subsecciones, analizaremos
brevemente como funcionan, sus fortalezas y debilidades, y los posibles sesgos
que los analistas de datos deben tener en cuenta con respecto a los protocolos
respectivos (KHOZYAINOVA ef al., 2023).

3.6.2. PROTOCOLOS BASADOS EN DISPOSITIVOS DE MICROFLUIDOS

Las estrategias unicelulares basadas en dispositivos de microfluidos atrapan
células dentro de gotas de hidrogel, lo que permite la compartimentacion en
camaras de reaccion unicelulares. Los protocolos mas utilizados en Drop, Drop-
seq y el 10x Genomics Chromium disponible comercialmente son capaces de
generar tales gotitas varios miles de veces por segundo. Este proceso masivamente
paralelo genera una gran cantidad de gotas a un costo relativamente bajo. Aunque
los tres protocolos difieren en los detalles, las gotas del tamafio de un nanolitro
que contienen células encapsuladas siempre estan disenadas para capturar perlas
y células simultaneamente (LOWE et al., 2017).

El proceso de encapsulacion se lleva a cabo con microperlas especializadas con
cebadores en perlas que contienen un identificador de PCR, un codigo de barras
celular y un identificador molecular tnico (UMI, ver mas abajo) de 4-8b pb de
longitud y una cola poli-T. Tras la lisis, el ARNm de la célula se libera instanta-
neamente y es capturado por los oligonucledtidos con cddigo de barras que se
adjuntan a las perlas. A continuacion, las gotas se recogen y se rompen para liberar
transcriptomas unicelulares unidos a microparticulas (STAMP). A esto le sigue
la PCR y la transcripcion inversa para capturar y amplificar las transcripciones.

Finalmente, se lleva a cabo la etiquetacion donde las transcripciones se
cortan al azar y se adjuntan adaptadores de secuenciacion. Este proceso da
como resultado bibliotecas que estan listas para la secuenciacion como se
describe anteriormente. En los protocolos basados en microfluidos, solo se
recupera alrededor del 10 % de las transcripciones de la célula. En particular,
esta secuenciacion baja es suficiente para una identificacion solida de los tipos
de células (LOWE et al., 2017).
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3.6.3. PROTOCOLOS BASADOS EN PLACA

Los protocolos basados en placas normalmente separan las células fisicamente
en placas de micropocillos. El primer paso implica la clasificacion de células, por
ejemplo, clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), donde las
células se clasifican de acuerdo con marcadores de superficie celular especificos; o
por micropipeteo. A continuacion, las células seleccionadas se colocan en pocillos
individuales que contienen tampones de lisis celular, donde posteriormente se
lleva a cabo la transcripcion inversa. Esto permite analizar varios cientos de
células en un solo experimento con 5.000 a 10.000 genes capturados cada una. Los
protocolos de secuenciacion basados en placas incluyen, entre otros, SMART-
seq2, MARS-seq, QUARTZ-seq y SRCB-seq (KHOZYAINOVA et al., 2023).

En términos generales, los protocolos difieren en su capacidad de
multiplexacion. Por ejemplo, MARS-seq permite tres niveles de codigo de barras,
a saber, etiquetas a nivel molecular, celular y de placa, para capacidades robustas
de multiplexacion. SMART-seq2, por el contrario, no permite la multiplexacion
temprana limitando el niimero de celdas. Una comparacion sistematica de
protocolos realizada por Mereu et al. en 2020 reveld6 que QUARTZ-seq2 puede
capturar mas genes que SMART-seq2, MARS-seq o SRCB-seq por célula, lo
que significa que QUARTZ-seq?2 es capaz de capturar bien los genes marcadores
especificos del tipo de célula, lo que permite una anotacion segura del tipo de
célula (KHOZYAINOVA et al., 2023).

Los avances recientes en las tecnologias unicelulares han permitido la
elaboracion de perfiles moleculares de células de alto rendimiento en todas las
modalidades y ubicaciones. Los datos transcriptémicos de una sola célula ahora
se pueden complementar con la accesibilidad de la cromatina, la expresion de
proteinas de superficie, el perfilado del repertorio de receptores inmunitarios
adaptativos y la informacion espacial. La creciente disponibilidad de datos de
una sola célula en todas las modalidades ha motivado el desarrollo de nuevos
métodos computacionales para ayudar a los analistas a obtener conocimientos
bioldgicos. A medida que crece el campo, se vuelve cada vez mas dificil navegar
por el vasto panorama de herramientas y pasos de analisis (LOWE ef al., 2017,
MOFFITT et al., 2018).

37. TRANSCRIPTOMICA ESPACIAL

Fundamento: métodos que preservan la El perfil transcriptémico espacial pro-

ubicacién de las moléculas de ARN en | orcjona informacion gendmica de células

las células y tejidos, lo que proporciona | . ;. . .
. iy .| individuales, las cuales se encuentran in-
informacion detallada sobre la locali-

zacion y distribucion de los transcritos. trincadamente organizadas en su entorno
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tisular nativo. Aunque técnicas como la secuenciacion de células individuales
permiten conocer la composicion celular, estas metodologias aislan las células
en gotitas y no preservan la estructura tisular, la cual es un componente esencial
de los organismos biolégicos (KLEINO et al.,2022).

Los tejidos son el resultado de interacciones complejas entre las células, que se
comunican de diversas formas, como a través de interacciones ligando-receptor,
secrecion de proteinas y moléculas pequeiias, e incluso fuerzas mecénicas. Por lo
tanto, aunque la secuenciacion de una sola célula puede proporcionar informacion
sobre los tipos celulares presentes en un tejido, entender la composicion celular
de manera espacial directa es fundamental para comprender por qué se observan
ciertos tipos celulares y como las variaciones en el estado celular pueden ser
resultado del microambiente Unico presente en el tejido (ZappiA y THEIS, 2021).

El perfil espacial de las células en un tejido nos proporciona una valiosa
herramienta para comprender la organizacion y la interaccion de diferentes
tipos celulares en su contexto tridimensional. Esta vision detallada nos permite
obtener una comprension mas completa de la biologia de los tejidos y nos ayuda
a identificar células clave en procesos especificos. Ademas, el perfil espacial
revela la distribucion de las células en diferentes regiones del tejido y como su
ubicacion puede influir en su funcion y comportamiento (KLEINO ef al., 2022).

Al analizar el perfil espacial, podemos observar como las células se agrupan
y organizan en estructuras especificas dentro del tejido, como foliculos,
criptas o capas celulares. Esto proporciona informacion crucial sobre cémo
las células interactiian y se comunican entre si en su entorno natural. Ademas,
el perfil espacial nos ayuda a comprender como la proximidad a otras células
o a componentes del microambiente puede influir en la expresion génica, la
diferenciacion celular y la funcion especializada.

Latranscriptomica espacial es una herramienta poderosa que nos permite medir
la complejidad de los sistemas bioldgicos a lo largo de los ejes relevantes para su
funcion. Por un lado, la lectura transcriptomica altamente multiplexada nos revela
la complejidad derivada de la gran cantidad de genes presentes en el genoma. Esto
nos permite obtener informacion detallada sobre los diferentes transcritos y sus
niveles de expresion en una muestra biologica (ZAppIA y THEISs, 2021).

Por otro lado, la alta resolucion espacial en la transcriptomica espacial
permite capturar los sitios exactos donde se expresa cada transcripto dentro de
un tejido o una estructura bioldgica, lo que resulta fundamental para comprender
la organizacion espacial de las células y como se comunican entre si en su
microambiente. Al obtener informacion sobre la localizacion precisa de los
transcritos, podemos identificar regiones especificas del tejido donde se produce
la expresion génica y comprender como esto contribuye a la funcion y la biologia
del sistema.
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En conjunto, la transcriptdmica espacial combina la riqueza de la informacion
transcriptomica con una resolucion espacial fina, lo que permite obtener una
vision completa y detallada de la expresion génica en el contexto espacial
adecuado (Zappia y THEIS, 2021). Esta técnica tiene aplicaciones importantes
en la investigacion bioldgica y médica, ya que ayuda a comprender como los
genes se regulan y se expresan en diferentes tejidos y en respuesta a estimulos
ambientales o patologicos (Zappia y THEIs, 2021). La transcriptomica espacial
brinda una perspectiva unica para desentrafiar la complejidad de los sistemas
biologicos y avanzar en nuestro conocimiento de la biologia y la salud.

La tecnologia MERFISH ha evolucionado a partir de diversas técnicas FISH
en los ultimos afios, permitiendo lograr avances significativos en la resolucion
espacial y la capacidad de deteccion de transcripciones de ARN objetivo. Un
método destacado es el FISH de molécula tinica (smFISH), el cual utiliza multiples
sondas y un microscopio fluorescente para lograr una sensibilidad extrema
en la deteccion y cuantificacion de transcripciones de ARN especificas. Este
enfoque poderoso nos permite no solo contar, sino también visualizar y ubicar
con precision los acidos nucleicos de interés en c€lulas individuales (KLEINO et
al., 2022).

El smFISH ofrece una herramienta invaluable para estudiar la abundancia
y la distribucion espacial de genes especificos en células individuales. Aunque
se limita a observar unos pocos genes a la vez, su capacidad de cuantificacion
directa y alta resolucion espacial brinda informacion detallada sobre la expresion
génica a nivel individual. Esto nos permite comprender mejor la variabilidad en
la expresion génica entre células y como esto se relaciona con la funcion celular
y los procesos biologicos (MOFFITT et al., 2018).

Ademas de su capacidad para detectar transcripciones especificas, el smFISH
también se puede combinar con otras técnicas para estudiar la colocalizacion de
diferentes transcritos o proteinas en el mismo tejido o célula. Esta capacidad de
multiplexacion nos permite obtener informacién mas completa y detallada sobre
las interacciones y las redes moleculares dentro de las células.

MERFISH es una técnica altamente multiplexada y avanzada derivada
del smFISH, que fue desarrollada en el 2015. Una caracteristica destacada de
MERFISH es su capacidad para utilizar codigos de barras combinatorios robustos
a errores. Esto permite medir miles de especies de ARN en miles de células
simultdneamente y con una alta precision. A pesar de su capacidad multiplexada,
esta técnica mantiene la sensibilidad y la naturaleza cuantitativa del smFISH
mediante el uso de multiples sondas por gen (MOFFITt ef al., 2018).

En los experimentos de MERFISH, se capturan imagenes de moléculas
individuales y luego se procesan para revelar las variaciones en los transcriptomas
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de las células en la muestra, preservando el contexto espacial en el andlisis. Esto
proporciona perfiles espaciales de alta resolucion de la expresion de ARN en
c€lulas individuales. El uso de esta técnica ha brindado informacion detallada
sobre el tipo de célula, su estado, organizacion, interacciones y funcion en cultivos
celulares y tejidos (KLEINO et al., 2022).

La capacidad de obtener perfiles espaciales de expresion de ARN a nivel de
células individuales ha abierto nuevas perspectivas en la investigacion biologica'y
médica. MERFISH ha demostrado ser una herramienta poderosa para comprender
la heterogeneidad celular, la dindmica de la expresion génica y las interacciones
moleculares en el contexto espacial.

En el articulo publicado en Science en 2018, MOFFIT ef al. demostraron la
capacidad de MERFISH para crear un atlas espacial detallado de la composicion
celular y molecular en la region MPOA (preodptica medial) del cerebro de raton.
Los resultados obtenidos mediante este procedimiento fueron consistentes con
los identificados previamente mediante la secuenciacion de ARN de célula
unica (scRNA-seq), pero esta técnica permitid una diferenciacion mas precisa
de los subtipos neuronales debido a su mayor eficiencia de deteccion. Este
estudio también utiliz6 MERFISH en combinacion con la identificacion de
genes tempranos inmediatos para comprender qué neuronas se activan durante
diferentes comportamientos en esta region cerebral (KLEINO ef al., 2022).

Mas recientemente, en un articulo publicado en 2020, muestran coémo varios
grupos han expandido esta linea de investigacion al realizar un atlas de la corteza
motora primaria en combinacion con el trazado retrogrado y el perfil de expresion
del transcriptoma a lo largo de los axones y dendritas en neuronas cultivadas.
Estas investigaciones proporcionan una vision detallada de la conectividad
neuronal y las caracteristicas de expresion génica en diferentes regiones del
cerebro (KLEINO et al., 2022).

Los estudios destacan el poder y la versatilidad de MERFISH como una
herramienta para el mapeo espacial de tejidos y la caracterizacion de la
heterogeneidad celular a nivel molecular. La combinaciéon de MERFISH con
otras técnicas complementarias permite obtener una comprension mas completa
de la organizacion y la funcion de los circuitos neuronales en el cerebro. Estos
avances en la transcriptomica espacial estdn impulsando nuestro conocimiento
sobre la diversidad celular y las interacciones en el tejido cerebral, y tienen el
potencial de abrir nuevas oportunidades en el campo de la neurociencia y la
medicina (figura 41).
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Figura 41. Transcriptomica espacial

Seccion total Amplio campo de vision Sub celular

Nota. La figura representa un analisis de transcriptomica espacial, en el que se
visualizan perfiles de expresion génica dentro de un tejido completo. Comienza con una
vista amplia de la estructura tisular y se va enfocando en areas especificas, permitiendo
observar la distribucion espacial de los transcritos a nivel celular. Este enfoque facilita
la comprension de la organizacion espacial y la expresion génica en el contexto de la
estructura del tejido. Tomado y modificado de Kleino et al. (2022).

4. TECNICAS UTILIZADAS EN PROTEOMICA

La protedmica se describe al estudio completo de las proteinas presentes en una
célula o un organismo en un momento determinado. Su objetivo es comprender
la estructura, funcion, expresion y relaciones entre las proteinas que conforman el
proteoma. En la tabla 17 se muestran las principales tecnologias de alto rendimiento
y las bases de datos utilizadas para su analisis en protedmica (DONG et al., 2021).

Tabla 17. Tecnologias en proteomica

Da.tos Tecnolo.gla} de alto Bases de Link Usos Referencias
arrojados rendimiento datos
Analisis de
. . secuencias y
Matriz de proteinas
de fase il‘)wersa HPA, PDB dZStI;lloizl:rrlzss
Expresion (RPPA) Croma- ? > RCSB PDB, cepr .. (WILHELM et
, .. Pfam, Uni- . identificacion
de proteinas tografia liquida Pfam, UniProt . al.,2014)
. Prot de biomar-
Espectrometria de d
masas cacores,
estudios de

expresion.
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Da.tos Tecnolo.glz! de alto Bases de Link Usos Referencias
arrojados rendimiento datos
Espectrometria de relt\i/i:zp;: i?lfe- (SZKLARCZYK
Interacciones masas acoplada a BioGRID, BioGRID, .,

; . I raccion pro- etal. 2019),
proteina- Inmunoprecipitacion IntAct, IntAct, tefna-proteina,  (Stark et al
proteina (IP-MS), Deteccion STRING STRING na-p L ’

. analisis de vias 2006)
de proximidad (PLA) -
de sefaliza-
cion.
Identificacion
Espectrometria de de modifica-
Modificacio- masas (MS), Cro-  PhosphoSite-  PhosphoSite-  ciones como (HORNBECK ef
nes postra- matografia liquida Plus, PTM- Plus, PTM- fosforilacion,
. - CT al., 2015)
duccionales  de alto rendimiento code code ubiquitinacion
(HPLC) y acetilacion
en proteinas.
Identificacion
de proteinas
pretide | Imehtemins s s SRS (G,
tejidos proteinas, RPPA ProteomicsDB  ProteomicsDB las, validacion 2015)

de biomarca-
dores.

La protedmica también se centra en comprender el conjunto de interacciones
entre proteinas que conforman la red de interacciones y que son fundamentales
para el funcionamiento de los organismos vivos. En conclusion, la protedmica
es el estudio del proteoma, es decir, el conjunto completo de proteinas presentes
€n un organismo o en una muestra biologica.

La protedmica fue definida por primera vez en 1995 como el contenido de
proteinas complementarias a un genoma (WILKINS et al., 1996), esta ciencia
Omica complementa la gendmica y proporciona una mejor comprension biologica,
fenotipica y funcional de toda la fisiologia. Este concepto y nuevo campo de la
ciencia comenzo después de que el genoma humano fuera casi completamente
secuenciado y 24.000 genes codificados fueron informados (MORAES et al., 2016;
DONG et al., 2021)

La informacion del proteoma trae nuevos desafios en esta area de la ciencia,
especialmente implica la medicion e identificacion de la cantidad de productos
génicos, considerando la complejidad y diferentes procesos regulatorios. Ademas,
el paso de expresion génica se puede modular desde la transcripcion hasta la
modificacion postraduccional de proteinas (PTM) (figura 42). Considerando este
complejo mecanismo regulador, el desarrollo de una técnica que sea capaz de
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identificar la totalidad proteoma en un solo analisis es muy desafiante (EBRAHIMI-
NAJAFABADI ef al., 2014).

Figura 42. Proteomica
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Para el estudio del proteoma, se utilizan técnicas clasicas como la electroforesis,
la cromatografia, y la espectrometria de masas. Sin embargo, hay una técnica
mas innovadora que ha demostrado buenos resultados: los chips de proteinas,
que son similares a los chips de ADN, que permiten analizar simultineamente
miles de proteinas. Ademas, gracias a la bioinformatica, ahora se cuenta con
programas que pueden identificar las reacciones metabolicas de una proteina
especifica con el resto del proteoma. Mediante la simulacion por computadora,
también es posible modelar diferentes formas mutantes de una proteina e incluso
determinar como interactiia con sus sustratos correspondientes.

La protedmica busca establecer una conexion entre los genes y sus productos,
las proteinas. Para lograrlo, se sigue el siguiente proceso: primero, se realiza
la preparacion de la muestra utilizando técnicas de electroforesis en 2D y
cromatografia. A continuacion, se lleva a cabo la determinacion parcial de la
secuencia de aminodcidos. Luego, se procede a la identificacion y cuantificacion
de las proteinas utilizando técnicas de biocomputacion, por ultimo, se realiza
el estudio de las interacciones proteicas, la estructura y la localizacion celular
(figura 42).

Teniendo en cuenta lo emergente campos 6micos, ya que la protedmica abarca
la cuantitativa, funcional, estructural y PTM caracterizacion de proteinas, nuevas
areas como la interatomica, hacen posible la determinacion de las relaciones entre
proteinas y aumentan el desarrollo de la biologia de sistemas.
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4.1. CROMATOGRAFIA

Fundamento: se basa en la separacion de La cromatografia es una técnica
una mezcla de componentes en funcionde | que se remonta a finales del siglo XIX,
sus diferentes afinidades por dos fases:una | cuando se realizaron los primeros ex-
fas:e m(’)Vll y una fase estacionaria. La’fase perimentos utilizando una columna de
movil es un solvente que fluye a través de i . t tal

la fase estacionaria, que puede ser un gel, SLICC para Separdr pIgmentos vegetales.
un sélido poroso o un liquido inmovilizado Estos experimentos dieron origen a la
en una matriz. cromatografia en columna, que pos-
teriormente se desarrolld en diversas
técnicas cromatograficas, como la cromatografia en capa fina y la HPLC (OGiso

et al., 2008).

La cromatografia es un método analitico ampliamente utilizado en diversas
disciplinas cientificas para la separacion de mezclas complejas. Se basa en el
principio de la retencion selectiva, que permite cuantificar, identificar y separar
los componentes de una mezcla. La retencion selectiva se logra al aprovechar el
comportamiento diferencial de los componentes de la mezcla en relacion con un
soporte especifico, como papel, gas, liquido o resina, y una fase liquida o gaseosa
que fluye a través del soporte (HUANG et al., 2023).

La cromatografia abarca diversas técnicas que se valen de las diferencias en
la velocidad de retencion de cada componente, lo que permite su separacion,
identificacion y cuantificacion. En muchos casos, la adsorcion juega un papel
importante, ya que las particulas son retenidas en una superficie. La separacion
y la posterior cuantificacion o identificacion de los componentes se logran
gracias a las disparidades en las velocidades de adsorcion y la afinidad de cada
componente por el soporte utilizado (HUANG et al., 2023). Es esencial comprender
algunos conceptos clave para comprender el funcionamiento de las técnicas
cromatograficas (tabla 18).

Tabla 18. Definiciones claves en cromatografia

Concepto Definicion

Fase estacionaria En la cromatografia, la fase estacionaria se refiere a una sustancia inmovil
que se encuentra fija en una posicion durante el proceso de separacion.

Fase movil La fase movil, ya sea liquida o gaseosa, es la sustancia que se desplaza
durante la cromatografia. La muestra, que contiene los componentes a
analizar, se introduce en la fase movil.

Analitos Son las sustancias que se separan, cuantifican o identifican mediante
cromatografia.
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Muestra Es la mezcla que se analiza, compuesta por uno o varios analitos y otros
componentes que pueden no ser de interés y que se separan de los analitos.

Tiempo dereten- El tiempo de retencion es el intervalo de tiempo que tarda un analito

cion en pasar desde la columna o sistema donde fluye la fase moévil hasta el
detector. Durante este tiempo, el detector registra una sefial de deteccion
utilizando alguna propiedad especifica del analito.

Cromatograma  Es una representacion visual que permite visualizar y analizar los
resultados de la separacion cromatografica, y los picos presentes
en el cromatograma indican la presencia y las caracteristicas de los
componentes individuales de la mezcla separada.

La cromatografia se utiliza tanto en aplicaciones preparativas de separacion,
para obtener componentes mas puros y utilizables posteriormente, como en
aplicaciones analiticas, donde se mide la proporcion de los componentes en
una mezcla. Estos dos tipos no son excluyentes y se pueden utilizar de manera
complementaria en diferentes contextos cientificos. Dependiendo de la tecnologia
utilizada, la naturaleza del soporte (fase estacionaria) y la sustancia moévil (fase
movil), es posible distinguir varios tipos de cromatografias, a continuacion, se
describen las mas utilizadas en los laboratorios en general (HUANG et al., 2023).

4.1.1. CROMATOGRAFIA EN PAPEL

En la década de 1940, Roger Williams utiliz6 la cromatografia en papel
para sugerir la presencia de patrones metabdlicos caracteristicos en la orina
y saliva asociados con enfermedades como la esquizofrenia. Este fue uno de
los primeros intentos de medir los perfiles metabolicos de manera cuantitativa
(OGIs0 et al., 2008).

La fase estacionaria se compone de una tira de papel filtro, donde se deposita
la muestra en un extremo mediante pequefias gotas de la solucion y se procede a
evaporar el disolvente. A continuacion, se utiliza el disolvente como fase movil
y se permite que ascienda por capilaridad a lo largo de la tira de papel. Para
completar el proceso, se coloca la tira de papel de forma vertical, con la muestra
ubicada en la parte inferior, dentro de un recipiente que contiene fase mévil en
el fondo (figura 43).
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Figura 43. Cromatografias
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Nota. La figura muestra tres tipos de cromatografia (capa fina, columna y capilar)
para separar compuestos segun sus afinidades con fases estacionarias y moviles.

4.1.2.  CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés Thin-Layer
Chromatography) es una técnica de separacion ampliamente utilizada para
analizar y separar compuestos quimicos en una muestra. En esta técnica, se
aplica una capa fina de fase estacionaria sobre una placa de vidrio, aluminio o
plastico, que actiia como soporte (OGISO et al., 2008).

4.1.3.  CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

En la cromatografia de columna, la fase estacionaria se sitiia dentro de una
columna, que es utilizada como fase estacionaria y puede estar fabricada con
diversos materiales, como vidrio o acero inoxidable. La fase movil, por otro
lado, puede ser liquida o gaseosa (OGISO et al., 2008). En la cromatografia en
columna, la muestra se coloca en el extremo superior de la columna y se permite
que descienda a través de la columna con la ayuda de la gravedad y la fase movil.

De esta manera, la cromatografia en columna se clasifica como un méto-
do en el cual la separacion y el andlisis de los componentes se llevan a cabo
mediante el proceso de elucion en una columna. Este tipo de cromatografia
es ampliamente utilizado en diversos campos cientificos y permite separar los
componentes de una muestra en funcion de sus diferentes afinidades con la
fase estacionaria y la fase moévil.

4.1.4. CROMATOGRAFIA DE GASES

Es una técnica de separacion basada en la volatilidad y la afinidad de los
compuestos por una fase estacionaria solida o liquida. El proceso exacto de la
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cromatografia de gases (CG) puede variar segun el tipo de cromatdgrafo de gases
utilizado, la columna cromatografica y el detector seleccionados, asi como la
naturaleza de la muestra a analizar (HUANG et al., 2023).

4.1.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Utiliza una fase movil liquida que fluye a través de una fase estacionaria de
alta resolucion. En el proceso de CG, se realiza la preparacion del equipo, que
incluye el sistema de inyeccion de muestra, la columna cromatografica, el horno
de control de temperatura, el detector y el sistema de registro de datos (TANG
et al., 2016). Luego, se prepara la muestra de manera adecuada, llevando a cabo
la extraccion y purificacion de los compuestos de interés. Posteriormente, se
realiza la inyeccion de la muestra en el sistema de CG, utilizando técnicas como
la inyeccion divididas o separadas (Splif), en donde se divide en una pequena
fraccion que se introduce en la columna, mientras que el resto se desecha; o
la inyeccién sin division inicial (splitless) donde la muestra se introduce en la
columna sin division inicial, lo que permite una mayor sensibilidad para detectar
componentes minoritarios (HAGGARTY Y BURGESS, 2017).

A continuacion, la muestra se volatiliza y se transporta a través de la columna
cromatografica, donde ocurre la separacion de los componentes debido a las
interacciones con la fase estacionaria. A medida que los compuestos pasan por
el detector, se generan sefiales eléctricas o cambios fisicos que se registran y se
utilizan para generar un cromatograma, que muestra la intensidad de la sefal
en funcion del tiempo de retencion (HUANG et al., 2023). Por tltimo, se analizan
los datos obtenidos para identificar y cuantificar los compuestos presentes en
la muestra, ya sea comparando los tiempos de retencion con compuestos de
referencia conocidos o utilizando técnicas de espectrometria de masas para una
identificacion precisa.

4.2. ELECTROFORESIS

Fundamento: radica} en la migracion La electroforesis es una técnica que
diferencial de particulas cargadas | oo bagy en la migracion de particulas
eléctricamente bajo la influencia de . - .

un campo eléctrico, lo cual permite cargadas ele:.ctrlqamente. en un medio
la separacion y el analisis de diversas conductor bajo la influencia de un campo
muestras, incluyendo proteinas. eléctrico aplicado. En el caso de la
electroforesis de proteinas, por ejemplo,
se aprovecha la carga eléctrica neta que poseen las proteinas para separarlas
y analizarlas en funcion de sus propiedades eléctricas (HOLLAND y CASTO-

BoGGEss, 2023).
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Cuando se aplica un campo eléctrico a un gel o a un medio acuoso en el que
se encuentran las proteinas, estas se desplazan a diferentes velocidades segin
su carga eléctrica. Las proteinas cargadas negativamente migran hacia el &nodo
(electrodo positivo), mientras que las proteinas cargadas positivamente se dirigen
hacia el catodo (electrodo negativo).

La velocidad de migracion de las proteinas estd determinada por su car-
ga, su tamafo y la naturaleza del medio en el que se realiza la electroforesis.
Mediante la aplicacion de técnicas especificas, como la electroforesis en gel
de poliacrilamida o la CE, es posible separar las proteinas en funcién de su
tamafio, carga o incluso interacciones especificas con otros componentes del
medio (FILEP y GUTTMAN, 2021).

4.2.1.  EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Esta técnica clésica, desarrollada en la década de 1960, se utiliza para separar
proteinas en funcion de su tamafo molecular mediante la migracion en un gel.
Las proteinas se desnaturalizan con SDS (dodecil sulfato de sodio) y se cargan
en un gel de poliacrilamida, donde migran hacia el &nodo bajo la influencia de
un campo eléctrico (FILEP y GUTTMAN, 2021). Esto permite separar las proteinas
segun su tamafio (Swerdlow y Gesteland, 1990), después de la separacion, se
pueden analizar las bandas de proteinas resultantes.

4.2.2.  ELECTROFORESIS CAPILAR

La EC es similar al de la electroforesis convencional, pero se lleva a cabo
en un capilar estrecho y de longitud extendida, generalmente de silice fundido.
Se basa en la migracion diferencial de las particulas cargadas eléctricamente,
como iones o moléculas biologicas, son separadas en funcion de su movilidad
electroforética a través del capilar, lo que permite la separacion y el andlisis
de diversas muestras de forma eficiente y precisa (GARCIA et al., 2017). En los
estudios peptidomicos o protedmicos, la CE es una técnica alternativa para la
cromatografia liquida. Es un método de separacion altamente eficiente y rapido
que requiere cantidades extremadamente bajas de muestra.

El principio basico de la EC se basa en aplicar un campo eléctrico a lo largo del
capilar lleno de un electrolito. Cuando se aplica el campo eléctrico, las especies
cargadas en la muestra migran a diferentes velocidades seglin su carga y tamafio,
las especies mas pequefias y cargadas se mueven mas rapidamente que las mas
grandes y menos cargadas (MONTON et al., 2005).

Ademas, durante la EC, también se produce otro fendmeno llamado migracion
electrosmotica. Este fendmeno se refiere al movimiento del liquido electrolitico
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en el capilar debido a la interaccion entre el campo eléctrico aplicado y las cargas
en la superficie interna del capilar. La migracion electrosmotica ayuda a arrastrar
las especies cargadas a través del capilar y contribuye a la separacion eficiente
(Garcia et al., 2017).

La separacion de las especies se logra mediante la deteccion de las senales
eléctricas generadas cuando las diferentes especies pasan por un punto de
deteccion, generalmente al final del capilar. Estas sefiales son registradas y
analizadas para obtener informacion sobre la composicion y concentracion de
las especies presentes en la muestra.

4.2.3.  ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

La electroforesis bidimensional (2D) es una técnica ampliamente empleada
en el andlisis de proteinas. Su objetivo principal es separar las proteinas de
una mezcla en dos dimensiones en funcién de sus propiedades moleculares.
La separacion se realiza en dos etapas: en la primera dimension, las proteinas
se separan segun su carga eléctrica utilizando el isoelectroenfoque, mientras
que en la segunda dimension se separan segun su peso molecular mediante la
electroforesis en poliacrilamida-SDS (WEiss y GORG, 2009).

No obstante, uno de los desafios mas significativos de la electroforesis 2D es el
analisis y la comparacion de mezclas de proteinas. En la actualidad se cuenta con
bases de datos de geles bidimensionales que permiten la comparacion de patrones
(WEiss y GORG, 2009). Estos sistemas facilitan la comparacion automatica de las
manchas (spots) presentes en los geles, lo cual posibilita un andlisis cuantitativo
de las proteinas objeto de estudio (figura 44).

Figura 44. Electroforesis
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Nota. La figura muestra técnicas de electroforesis para separar proteinas segun su
tamafio y caracteristicas. Incluye geles de poliacrilamida, perfiles de proteinas séricas
y electroforesis bidimensional, permitiendo un analisis detallado del perfil proteico en
estudios de protedomica y diagndstico.
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4.3. WESTERN BLOTTING (INMUNOTRANSFERENCIA)

También conocido como inmunotrans-
Fundamento: Se basa en la| g o000 o blot. Desarrollada en la
capacidad de los anticuerpos para . mmuno 0; . T
reconocer y unirse a proteinas | década de 1970, esta técnica se utiliza para
especificas en una mezcla compleja. | detectar y analizar proteinas especificas en
una muestra. Después de la separacion de
proteinas por SDS-PAGE, se transfieren a una membrana de nitrocelulosa y se
detectan mediante anticuerpos especificos que se unen a la proteina de interés.
Los anticuerpos se detectan utilizando métodos de marcaje con enzimas o fluo-
roforos para su deteccion (MisHRA et al., 2017).

El Western blot comienza con la extraccion y separacion de las proteinas,
generalmente mediante electroforesis en gel. Luego, las proteinas se transfieren
a una membrana y se bloquean los sitios no especificos de unioén. Después
del bloqueo, se incuban la membrana con anticuerpos primarios y luego con
anticuerpos secundarios conjugados con enzimas o marcadores fluorescentes.
Tras lavados y revelado, se obtienen bandas que representan la presencia de la
proteina de interés (MISHRA et al., 2017). Finalmente, se analizan y cuantifican
los resultados comparandolos con controles y estandares conocidos para obtener
informacion sobre la proteina detectada.

44. ESPECTROMETRIA

. - La espectrometria es una técnica que
Fundamente e n o emerkn | surgis e I décad de 1980 analtcs
materia para obtener informacion sobre | Utilizada para el analisis cualitativo y
las propiedades de las sustancias. cuantitativo de sustancias quimicas, es el
método més ampliamente empleado para
estudios protedmicos, peptidomicos y metabolomicos. Se emplea para evaluar el
espectro de composicion de una muestra y proporcionar informacion sobre los
componentes presentes y su concentracion. En la protedmica, la espectrometria
de masas se utiliza para identificar, caracterizar y cuantificar proteinas en una
muestra. La técnica se emplea para determinar la composicion de proteinas,
identificar modificaciones postraduccionales y caracterizar interacciones proteina-
proteina (HAAG, 2016).

En la espectrometria de masas, las proteinas se ionizan y se separan segun
su relacion masa-carga (m/z). Luego, se detectan y analizan los iones generados
para identificar las proteinas presentes.
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4.4.1. ESPECTROMETRO DE MASAS

El espectrometro de masas desempefia un papel fundamental en las
determinaciones cualitativas y cuantitativas de elementos, asi como en la medicion
del contenido isotopico en compuestos. Este instrumento esta especificamente
disefiado para separar atomos de distintos elementos o diferentes is6topos de
un mismo elemento. Mediante la relacion masa/carga (m/e), el espectrometro
de masas permite el aislamiento y analisis de varios elementos presentes en una
muestra. De esta manera, es posible identificar y cuantificar los componentes
individuales de una mezcla y determinar la composicion isotopica de los
elementos presentes (HAAG, 2016). Durante la operacion de un espectrémetro de
masas (figura 45), se llevan a cabo los siguientes procesos principales:

Vaporizacion: el primer y fundamental paso consiste en vaporizar la mezcla de
muestra que se va a analizar. Esto se logra mediante la aplicacion de una presion
atmosférica extremadamente baja a la muestra (Haag, 2016).

lonizacion: en el siguiente paso, las particulas de la muestra se convierten en
iones. Este proceso puede realizarse mediante diversos métodos, como el uso de
haces de electrones de alta energia o rayos X (HAAG, 2016).

Aceleracion de iones: esun proceso en el cual los iones son convertidos en un
haz unidireccional y luego se aceleran eléctricamente hacia un campo magnético.
Durante este proceso, los iones cargados eléctricamente son manipulados y
dirigidos para que sigan una trayectoria especifica. Primero, los iones son
producidos y extraidos de una fuente ionizante, luego se enfocan y se enfocan
en un haz estrecho utilizando campos eléctricos (HAAG, 2016).

Separacion de iones: a continuacidn, se aplican campos eléctricos de
aceleracion para aumentar la velocidad de los iones y dirigirlos hacia una region
donde se encuentra un campo magnético. Este campo magnético desvia los
iones en funcion de su relacidn masa/carga, lo que permite separar y analizar
diferentes especies idnicas. La aceleracion de iones es un proceso fundamental en
la espectrometria de masas y se utiliza en una variedad de aplicaciones cientificas
y tecnoldgicas (HAAG, 2016).

Captura de iones y generacion de corriente eléctrica: después de que los
iones son separados, estos alcanzan el detector de iones. Al interactuar con las
paredes metalicas del detector, los electrones de las capas externas de los a&tomos
metalicos se excitan y llenan los vacios de electrones en las capas externas de
los iones de muestra, neutralizandolos. Como resultado, se genera una corriente
eléctrica en el detector de iones metalicos debido al flujo de electrones cargados
negativamente. La intensidad de la corriente varia en funcion del nimero de
iones que se aproximan al detector (Haag, 2016).
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Formacion del espectro: la corriente eléctrica generada por los distintos
iones se puede medir en funcion de sus relaciones masa/carga (m/e). Estos datos
se utilizan para crear una representacion grafica del analisis composicional de
la muestra, mostrando un espectro caracteristico (figura 45).

Figura 45. Espectrometro de masas
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Nota. La figura muestra un espectrometro de masas, donde una muestra se ioniza,
los iones son acelerados y desviados en un campo magnético segun su masa/carga, y

se detectan en una pantalla para analizar su composicion y masa. Elaboracion propia
Tomado y modificado de Haag (2016).

Existen diferentes tipos de espectrometros clasificados seglin la técnica de
ionizacion utilizada. En protedmica se utiliza los espectrometros de masa con
diversas modificaciones que han permitido el avance de esta ciencia émica, las
mas comunes utilizadas se presentan a continuacion.

4.4.2.  ESPECTROMETRIA DE MASAS BASADA EN TIEMPO DE VUELO (TOF-MS)

Esta técnica mide el tiempo que tardan los iones en viajar desde la fuente de
ionizacion hasta el detector. Los iones se aceleran mediante una diferencia de
potencial y su tiempo de vuelo se correlaciona con su masa. TOF-MS es conocida
por su alta resolucion y capacidad para analizar una amplia gama de masas.

En los afios 70, se introdujo el uso del laser en la espectrometria de masas
para analizar la desorcion de iones. Sin embargo, se observaron espectros de baja
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intensidad que contenian fragmentos de las moléculas analizadas. Fue entonces
cuando se descubri6 que, al mezclar estas moléculas con una matriz de naturaleza
organica, la luz del laser era absorbida de manera mas eficiente, lo que resultaba
en espectros de mayor intensidad con una fragmentacion minima. Este enfoque
se conoce como MALDI-MS (Espectrometria de Masas por Desorcion/lonizacion
Asistida por Matriz) y permite la deteccion de moléculas en un amplio rango de
masas moleculares (VESTAL y CAMPBELL, 2005).

Tanto la ionizacion MALDI-MS como la ionizacion ESI (Electrospray) se
consideran técnicas de ionizacion suave (soft-ionization) debido a que permiten
la ionizacion de biomoléculas, como péptidos y proteinas, sin provocar su ruptura
durante el proceso. En el mercado existen varios analizadores acoplados a esta
fuente de ionizacion, si bien el analizador mas comun es el TOF (tiempo de vuelo).

La muestra se mezcla en exceso con la matriz sobre una superficie de metal
de manera que ambas cristalizan juntas durante la evaporacion del solvente. Esta
preparacion se expone a breves pulsos laser en un ambiente de alto vacio, lo que
hace que la matriz absorba energia y la transfiera a la muestra, resultando en
excitacion y transferencia de iones H+ (ionizacion). Esto generalmente produce
especies con carga Unica. El area irradiada, que tiene unas pocas micras de
tamafio, se calienta y provoca la desorcion de los iones de la fase solida a la fase
gaseosa (VESTAL y CAMPBELL, 2005).

El analizador de tiempo de vuelo (TOF) es tipicamente el instrumento que se
utiliza en conjunto con la fuente MALDI con mayor frecuencia. Para determinar
la masa en un entorno de alto vacio, se lleva a cabo una medicion precisa del
tiempo transcurrido desde que los iones son acelerados en la fuente hasta que
impactan en el detector.

La ionizacion MALDI se considera un método de ionizacion suave debido a
su capacidad para detectar moléculas termoldbiles, como las proteinas, de forma
intacta. Sin embargo, durante el proceso de aceleracion o mientras viajan a través
del tubo, puede ocurrir un fendmeno de descomposicion metastable conocido
como PSD (decaimiento posfuente). El analisis de los iones generados por este
fenomeno proporciona informacion estructural valiosa sobre la molécula original,
pero requiere la separacion de estos fragmentos (VESTAL Y CAMPBELL, 2005).

En un analizador lineal, esto no es posible, ya que los iones formados por PSD
tienen la misma velocidad que el ion original y viajan juntos hasta el detector. Para
separarlos, se utilizan analizadores tipo reflector que operan con voltajes variables,
esto permite obtener un espectro de fragmentacion-PSD tnico compuesto por
multiples espectros correspondientes a los diferentes voltajes utilizados, que
luego se fusionan mediante software informatico (VESTAL y CAMPBELL, 2005).
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4.4.3.  ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM (MS/MS o MS2)

Esta técnica consiste en dos etapas de espectrometria de masas. En la primera
etapa, se selecciona un precursor i6nico especifico y se fragmenta en fragmentos
16nicos mas pequenos. Luego, estos fragmentos se analizan en la segunda etapa,
proporcionando informacion adicional sobre la secuencia de aminoacidos y la
estructura de la proteina.

La espectrometria de masas en tindem, también conocida como MS/MS o
MS?2, es una técnica de analisis instrumental en la que se acoplan dos o mas
analizadores de masas utilizando un paso adicional de reaccion para aumentar
su capacidad de analizar muestras quimicas (Luo et al., 2023). A continuacion,
se presenta de una manera breve como se realiza la técnica de espectrometria
de masas en tandem.

Primero se realiza una ionizacioén de la muestra para convertirlas en iones. Esto
se puede lograr utilizando diferentes técnicas de ionizacion, como electrospray
(ESI) o ionizacion por impacto electronico (EI). En el primer analizador de masa,
los iones se separan seglin su relacion masa/carga (m/z). Este analizador de masa
actia como un filtro y selecciona los iones de interés para su analisis posterior.
Los iones seleccionados en el MS1 se someten a una etapa de fragmentacion. Esto
se logra mediante técnicas como la disociacion inducida por colision (CID), la
reaccion ion-molécula o la fotodisociacion. La fragmentacion produce fragmentos
16nicos mas pequefios y especificos (Luo et al., 2023).

Los fragmentos i6nicos generados en la etapa de fragmentacion se introducen
en el segundo analizador de masa (MS2). Este analizador de masa separa y
detecta los fragmentos i6nicos en funcion de su relacion m/z. La deteccion de los
fragmentos i6nicos proporciona informacion sobre la composicion y estructura de
las moléculas presentes en la muestra. Los datos obtenidos de la espectrometria
de masas en tandem se analizan utilizando software especializado (figura 46).
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Figura 46. Espectrometria de masas en tandem (MS/MS o MS2)
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Nota. La figura muestra la espectrometria de masas en tandem (MS/MS), donde
las moléculas se ionizan, los iones se seleccionan y fragmentan en dos etapas, y los
fragmentos resultantes se analizan para obtener informacion detallada sobre la estructura
y composicion de las moléculas.

En el modo de operacion de registro de iones-producto (Product lon Scan)
del triple cuadrupolo, se lleva a cabo un proceso de filtrado y fragmentacion de
los iones de interés. En el primer analizador MS1 (Ql), que opera en modo SIM
(Selected lon Monitoring), se seleccionan y filtran los iones de interés especificos.
Estos iones se dirigen luego a la cAmara de colisiones activadas (Q2 o q), donde
son activados y fragmentados en iones-producto (Luo et al., 2023).

Los iones-producto resultantes se analizan en el segundo analizador MS2
(Q3), que opera en modo full scan, realizando un barrido de masas (m/z) menor
que el del ion precursor. Esto significa que se escanean y registran las masas
menores a la masa del ion precursor, lo que permite detectar y analizar los iones
fragmentados resultantes de la colision en la cdmara de colisiones activadas.

Es importante destacar que existen diferentes configuraciones de instrumentos
de espectrometria de masas en tdndem, como los espectrometros de masas en
tandem de cuadrupolo-trampa de iones (QqQ), los espectrometros de masas en
tandem de tiempo de vuelo (TOF) y los espectrémetros de masas en tandem de
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cuadrupolo-TOF (Q-TOF), entre otros. Cada configuracion tiene sus propias
ventajas y aplicaciones especificas (Luo et al., 2023).

4.4.4.  ESPECTROMETRIA DE MASAS DE RELACION ISOTOPICA (IRMS)

Esta técnica se utiliza para medir la relacion de is6topos estables en proteinas.
Al etiquetar las proteinas con is6topos estables (por ejemplo, con nitrogeno-15
o carbono-13), se pueden realizar comparaciones cuantitativas de la abundancia
relativa de diferentes proteinas.

4.4.5. ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM DE CAPTURA DE ELECTRONES
(ECD-MS/MS)

Esta técnica estd basada en la captura de electrones por parte de iones
precursor y la posterior fragmentacion. Se utiliza para analizar modificaciones
postraduccionales, como fosforilaciones y glicosilaciones, ya que la captura de
electrones puede preservar estas modificaciones durante la fragmentacion (Luo
et al., 2023).

4.4.6. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS
(LC-MS)

Esta técnica combina la separacion cromatografica de proteinas o péptidos con
la espectrometria de masas. Se utiliza para analizar mezclas complejas de proteinas
y permite la identificacion y cuantificacion de proteinas en una muestra. La LC-
MS se ha convertido en una herramienta esencial en protedmica debido a su alta
sensibilidad y capacidad para analizar grandes conjuntos de datos (Luo et al., 2023).

4.4.7.  ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION (HR-MS)

Esta técnica, desarrollada a fines de la década de 1990, permite una mayor
resolucion y precision en la determinacion de masas moleculares y secuencias de
proteinas. La HR-MS se basa en la capacidad de detectar diferencias en las masas
atdmicas con mayor precision y se utiliza en combinacion con otras técnicas de
espectrometria de masas para analisis mas detallados (Luo et al.,2023).

4.5. PROTEOMICA CUANTITATIVA

La protedmica cuantitativa busca determinar los cambios relacionados con la
abundancia de proteinas dentro de un organismo, estos cambios estan relacionados
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con procesos bioldgicos y enfermedades, y que la identificacion y cuantificacion
precisas de estas proteinas pueden proporcionar informacion valiosa sobre los
mecanismos subyacentes.

4.5.1. PROTEOMICA CUANTITATIVA BASADA EN ETIQUETADO

Esta técnica permite cuantificar las diferencias en la expresion de proteinas
entre muestras. Se utilizan diferentes métodos de etiquetado, como ICAT
(Isotope-Coded Affinity Tags), I TRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute
Quantitation) y TMT (Tandem Mass Tagging), que permiten marcar proteinas
con etiquetas isotopicas y luego comparar las intensidades de las sefiales para
determinar las diferencias de expresion. Esto permite la cuantificacion relativa
o absoluta de proteinas en diferentes condiciones.

4.5.2.  PROTEOMICA SIN ETIQUETADO (LABEL-FREE)

Esta técnica, utilizada a partir de la década de 2000, se basa en la comparacion
directa de las intensidades. En esta técnica, se utiliza la espectrometria de
masas para comparar las intensidades de las sefiales de las proteinas en
diferentes muestras sin el uso de etiquetas isotopicas. Permite la identificacion
y cuantificacion relativa de proteinas en diferentes condiciones sin la necesidad
de un marcado previo.

4.6. METODOS PEPTIDOMICOS

Los péptidos juegan un papel crucial en muchas funciones vitales importantes
de los organismos vivos. El objetivo de la peptidomica es la identificacion de los
peptidomas, el contenido total de péptidos de un célula, 6rgano, tejido, liquido
corporal u organismo. Las técnicas utilizadas en la peptidomica se basan en la
extraccion, digestion y andlisis de los péptidos presentes en una muestra mediante
técnicas como la cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas.

4.6.1. ELECTROFORESIS CAPILAR Y ESPECTROMETRIA DE MASAS (CE-MS)

La CE-MS ha sido empleada en numerosos estudios relacionados con la
determinacion de péptidos biomarcadores en diferentes fluidos corporales
para varias enfermedades o en la investigacion para el analisis de peptidomica
de alimentos, identificacion de péptidos con actividades biologicas especiales
(NESBITT et al., 2008).
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Los métodos peptidomicos basados en MS son capaces de detectar alto nimero
de péptidos en un solo experimento e identificar sus PTM. En muestras biologicas,
los niveles relativos de distintos péptidos pueden variar en varios o6rdenes de
magnitud. Los péptidos de baja abundancia, en particular, no suelen estar
presentes en concentraciones suficientemente altas como para generar sefiales
confiables en el analisis MS/MS necesario para su identificacion. Ademas, los
péptidos mas abundantes pueden suprimir las sefiales de los menos abundantes,
dificultando aiin mas su deteccion. Por esta razon, con frecuencia es necesario
aplicar técnicas de pre-separacion, como la cromatografia liquida (LC) o la
electroforesis capilar (CE), antes de la ionizacion por electrospray (ESI)-MS o
MALDI -MS (NESBITT et al., 2008).

Comunmente, el sistema CE est4 acoplado en linea a ESI fuente de iones, y
fuera de linea para MALDI-MS. La ventaja del régimen fuera de linea es una
mejor tolerancia a las sales y la posibilidad de almacenar muestras separadas
durante mucho tiempo. En los enfoques de micropéptidos, la CE se combina
comunmente con la deteccion espectrometria de masas (MS). También se combina
con la ionizacion por electropulverizacion MS y, con menor frecuencia, con la
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz EM (NESBITT et al., 2008).

En contraste con el analisis de la expresion del ARNm, la protedmica indica
la existencia real, en lugar de la potencial, de estados funcionales de un sistema
biologico. El cuello de botella en protedmica es que no hay un paso de amplificacion,
como una amplificacion de PCR para ADN. La baja abundancia y alta gama de
proteinas en muestras biologicas, asi como el tiempo de adquisicion y andlisis de
datos, siguen siendo un desafio en esta area, por lo tanto, el enfoque protedmico
impulsa el desarrollo continuo de andlisis, técnicas y herramientas bioinformaticas
con el objetivo de profundizar la comprension de las funciones biologicas.

La protedmica y la metabolémica son ciencias dmicas complementarias y
han contribuido significativamente al avance del conocimiento en biologia y
biomedicina, especialmente en el estudio de enfermedades y el descubrimiento
de biomarcadores (NESBITT et al., 2008).

5. TECNICAS EN METABOLOMICA

La metaboloémica es una disciplina reciente que se centra en el estudio
sistematico de los metabolitos presentes en una muestra biologica. Los metabolitos
son moléculas pequefias que estan involucradas en los procesos quimicos y
metabdlicos de una célula o un organismo (FienN, 2008). La metabolomica
busca analizar y comprender por medio de diferentes tecnologias los perfiles de
metabolitos presentes en la muestra analizada, lo que proporciona informacion
sobre el estado fisiologico, las rutas metabdlicas y los cambios asociados con
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enfermedades o condiciones especificas (BAUERMEISTER ef al., 2022). El campo
de la metabolomica estd en constante desarrollo, y se estdn implementando
nuevas técnicas y enfoques para mejorar la deteccion y el analisis de metabolitos

(tabla 19).

Tabla 19. Tecnologias de alto rendimiento utilizadas en metabolomica

Tecnologia
Da.tos de alto Bases de Link Usos Referencias
arrojados . datos
rendimiento
Espectrometria de
$:‘:§S (1;./1[:%1’ ng;l Determinacion y
(LC)ggoma‘:(l) " HM DB, HMDB, cuantificacion de (WISHART et
Expresion de fia dé ases (Ggg; KEGG,MET- K E G G, metabolitosenru- al/., 2018),
metabolitos Cromzﬁo fia ca: LIN, Lipid- METLIN, tas metabdlicas y (SMITH et al.,
lar (CE)grl?—llRMS Maps LipidMaps perfiles en tejidos 2005)
p T y fluidos
Espectroscopia de
RMN
Espectrometriade . .
masas acoplada LipidMaps, Anélisis de perfiles
. LIPID Me- S A
. a cromatografia . lipidicos, identifi-
Metabolitos L. tabolites and . . -, . (FanY et al.,
. liquida (LC-MS), LipidMaps cacion de lipidos
de lipidos E . Pathways . 2005)
spectrometria de en rutas metaboli-
Strategy (LIP- .
masas de alta re- ID MAPS) cas especificas
solucion (HRMS)
Espectroscopia
de RMN, Croma- Analisis de metabo-
Metabolomica Ezg;l"tlilrz;c:ﬁ;ligz PlantCyc, PlantCyc, h;;i;:p Zzltﬁfi(i)s 32 (WECKWERTH,
de plantas KEGG KEGG pantas, estucio €€ 5411y
acoplada a espec- rutas metabolicas
trometria de ma- vegetales
sas (LC-HRMS)
Cromatografia de Perfilacion y anali-
Metabolitos ~ £25€S acoplada a sis de metabolitos
de espectrometria de H M D B, HM D B, de carbohidratos, (BENNETT et
carbohidratos  1asas (GC-MS), KEGG KEGG estudio de glucoli- al., 2008)
Espectroscopia de sis y gluconeogé-
RMN nesis
Identificacion de
. biomarcadores
Perﬁl,a.cwn LC-MS, GC-MS, HMDB, HM DB, en enfermedades, (NICHOLSON et
metabolica en KEGG, 1e .
RMN METLIN  andlisis de perfi- al., 2002)
humanos METLIN

les metabdlicos en
sangre y orina

Nota. Esta tabla ofrece una vision general de las tecnologias de alto rendimiento en
metabolomica, las bases de datos asociadas y sus aplicaciones.
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Un enfoque integrado en el trabajo metabolomico implica llevar a cabo una
serie de pasos que incluyen la preparacion, normalizacion y calibracion de las
muestras, asi como métodos de separacion, deteccion de metabolitos y analisis de
datos. Debido a la complejidad de las mezclas que se presentan en las muestras
utilizadas en analisis metabolomicos (el plasma, la orina, la saliva, los tejidos y
las células), es necesario utilizar métodos de separacion para simplificarlas, ya
que resulta dificil analizar simultdneamente una amplia gama de metabolitos con
diferentes propiedades fisicoquimicas presentes en estas muestras.

5.1. METODOS DE SEPARACION Y ESPECTROMETRIAS

Los métodos de separacion comiinmente utilizados son los mismos utilizados
en protedmica: la GC, la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y la
electroforesis capilar (CE). Estos métodos de separacion se combinan a menudo
con técnicas de espectrometria de masas para la deteccion, como la GC-MS o
la LC-MS.

En la metabolomica, la espectrometria de masas se utiliza para analizar y
cuantificar pequefias moléculas, como metabolitos, en una muestra biologica. Se
puede emplear para el perfilado metabolomico, la identificacion de biomarcadores,
la elucidacion de vias metabolicas y el estudio de las interacciones entre
metabolitos y proteinas.

5.1.1.  CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-MS)

En los afios 60 y 70, se desarrollo la técnica de GC-MS, que permitia medir
compuestos presentes en la orina y tejidos humanos. Fue utilizada por Horning y
sus colaboradores, quienes acufiaron el término perfil metabdlico. Es una técnica
analitica que combina la separacion de los metabolitos mediante cromatografia de
gases y su deteccion e identificacion mediante espectrometria de masas. Permite
la identificacion y cuantificacion de una amplia gama de metabolitos volatiles
y semivolatiles (PACCHIAROTTA et al., 2013). El éxito del analisis de moléculas
pequenas, especialmente en metabolomica, mediante GC/MS depende de la
capacidad de identificar quimicamente, mediante la anotacion de la composicion
elemental y la caracterizacion estructural, los compuestos en picos desconocidos
(FiEnN, 2008).

La técnica GC-MS es ampliamente empleada para analizar metabolitos pri-
marios. Los equipos disponibles son altamente eficientes y permiten el analisis de
grandes volimenes de muestras. Ademas, los avances recientes han ampliado la
gama de compuestos analizables y se utilizan algoritmos y bases de datos mejoradas
para obtener informacion relevante desde el punto de vista biologico. La mayoria
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de los informes sobre perfiles de metabolitos mediante GC-MS se enfocan en apli-
caciones biologicas, abarcan desde el analisis exhaustivo de compuestos volatiles
hasta la evaluacion de flujos metabdlicos para la ingenieria biologica.

Los desarrollos en la metodologia se centran en mejorar los procedimientos
de extraccion, evaluar la calidad de los datos obtenidos y explorar diferentes
enfoques para el procesamiento de la informacion (FIEHN, 2008). No obstante, atin
existen desafios pendientes, como la identificacion rapida de picos desconocidos
y la integracion de conocimientos bioldgicos para una mejor interpretacion de
los resultados.

5.1.2.  ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION

La HRMS se desarrolld y se aplico en metabolémica para mejorar la resolucion
y precision en la determinacion de la masa de los metabolitos. Esto permiti6 una
identificacion més precisa de los metabolitos y un mejor entendimiento de las vias
metabolicas. Es una técnica que proporciona una mayor resolucion y precision
en la determinacion de la masa de los metabolitos.

5.1.3. ESPECTROMETRfA DE MASAS BASADA EN IONIZACIéN POR ELECTROSPRAY
(ESI-MS)

Esta técnica se introdujo y se utilizd6 ampliamente en metabolémica para
analizar metabolitos en fase liquida en solucion. y obtener informacion sobre
su estructura y composicion. Permite la identificacion y cuantificacion de una
amplia gama de metabolitos, incluyendo aquellos de baja polaridad.

5.1.4.  ESPECTROMETRIA DE MASAS BASADA EN IONIZACION POR DESORCION
LASER ASISTIDA POR MATRIZ (MALDI-MS)

La MALDI-MS es una técnica que se utiliza para analizar metabolitos
en estado solido o en matriz. Permite la identificacion y cuantificacion de
metabolitos en muestras bioldgicas complejas. Se utiliza en metabolomica para la
identificacion y cuantificacion de metabolitos de masa alta mediante la ionizacion
de una matriz absorbida por los analitos.

5.1.5.  ESPECTROMETRIA DE MASAS DE REACCION EN CADENA (MS/MS)

Esta técnica se utiliza para la fragmentacion y andlisis secundario de
metabolitos ionizados en espectrometria de masas. Proporciona informacion
adicional sobre la estructura de los metabolitos.
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5.1.6.  ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION EN TANDEM (HRMS/MS)

Esta técnica combina la espectrometria de masas de alta resolucion con
la fragmentacion controlada de los metabolitos. Permite la identificacion y
caracterizacion estructural mas precisa de los metabolitos.

Ademas, existen otras técnicas analiticas que se utilizan habitualmente en
la deteccion de metabolitos, como la RMN, la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR) y la espectroscopia Raman. Por ultimo,
el andlisis de los datos metabolomicos requiere el uso de herramientas y
software sofisticados para realizar una identificacion y cuantificacion rigurosas
de los compuestos, asi como para una interpretacion precisa de los datos. A
continuacion, se mencionan algunas de las técnicas mas utilizadas actualmente
tanto en separacion como analisis en metabolomica.

5.2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La espectroscopia se encarga de analizar
Fundamento: la RMN se basa en | la cantidad de luz absorbida, dispersada
las propiedades magnéticas de los | (reflejada) o emitida por un objeto. Su
Eg;li?ls cf;rgéccrﬁ;giﬁié?zz?;? objetivo es descomponer la luz y medir
generando diferentes niveles dé I%S.diversas lopgindes de Ohnd'a’ tanto
energia. visibles como invisibles. Asimismo, la
espectroscopia encuentra aplicaciones en
campos como la fisica, la quimica y la biologia, entre otras disciplinas cientificas
(HaLL, 1964). En medicina, se emplean diferentes técnicas espectroscopicas para
examinar tejidos y facilitar diagndsticos.

La espectroscopia de RMN fue desarrollada a finales de la década de 1940 con
el proposito de estudiar los nucleos atomicos. En 1951, los quimicos descubrieron
que esta técnica espectroscopica podia utilizarse para determinar las estructuras
de compuestos organicos. Sin embargo, la RMN solo es aplicable a nticleos
atobmicos con un numero impar de protones o neutrones, o ambos, lo cual se
cumple en atomos como el hidrégeno-1 (1H), carbono-13 (13C), fltior-19 (19F)
y fosforo-31 (31P) (SEMMLER, 2018; HaLL, 1964). Estos nucleos se consideran
magnéticamente activos debido a su espin, una propiedad similar a la de los
electrones. Dado que los nicleos poseen carga positiva y rotan sobre un eje, se
comportan como pequefios imanes.

En ausencia de un campo magnético, los espines nucleares se distribuyen
aleatoriamente. Sin embargo, cuando se coloca una muestra en presencia de un
campo magnético, como se muestra en la figura 47, los niicleos con espin positivo
se alinean en la misma direccion del campo, alcanzando un estado de energia



CAPITULO 2. PRINCIPALES TECNICAS OMICAS 187

minima conocido como estado de espin o (SEMMLER, 2018). Por otro lado, los
nucleos con espin negativo se orientan en direccion opuesta al campo magnético,
en un estado de energia mas alta llamado estado de espin f (figura 47).

Figura 47. Estados de espin
@, \\4 !
/./ ‘/./ Estados del spin
‘01.\ : ¢
Nota. La figura ilustra los estados de espin en un campo magnético, mostrando

como los espines se orientan en direcciones de baja o alta energia cuando se aplica un
campo, base de técnicas como la resonancia magnética nuclear (RMN).

La energia diferencial entre los estados de espin oy 3 estd determinada por la
intensidad del campo magnético aplicado HO. A medida que aumenta la fuerza del
campo magnético, la diferencia energética entre los dos estados de espin también
aumenta. Esto se ilustra en la figura 48 en la que representa el incremento de
la diferencia energética entre los estados de espin en funcion del aumento de la
fuerza del campo magnético (BOESCH,1990).

Figura 48. Estados de espin con la fuerza del campo magnético
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Nota. La figura muestra que, al aumentar la intensidad del campo magnético, la
separacion energética entre los estados de espin ay B crece, lo que eleva la frecuencia de
resonancia necesaria (por ejemplo, de 300 MHz a 600 MHz) en técnicas como la RMN.
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Cuando una muestra con un compuesto organico es irradiada brevemente con
un pulso intenso de radiacion de radiofrecuencia (rf), los nucleos en el estado
de espin a se excitan al estado de espin . Al volver al estado inicial, los nticleos
emiten sefiales cuya frecuencia esta relacionada con la diferencia de energia (AE)
entre los estados de espin a y B (Boesch,1990). Estas sefales son detectadas por
el espectrometro de RMN y registradas como un espectro de RMN, que muestra
las frecuencias frente a la intensidad. La RMN se refiere al fendmeno en el que
los nucleos estan en resonancia con la radiacion de radiofrecuencia, cambiando de
un estado de espin a otro en respuesta a la radiacion rf aplicada (SEMMLER, 2018).

Cabe destacar que, para un mismo tipo de nicleo, las frecuencias de resonancia
son diferentes debido a las distintas interacciones quimicas presentes en el entorno
molecular, lo que se conoce como desplazamiento quimico ().

El espectrometro de la RMN se compone de cuatro componentes principales
representados de manera esquematica. En primer lugar, se encuentra un
iman estable con un controlador que genera un campo magnético preciso, a
continuacion, esta el transmisor de radiofrecuencias, que emite frecuencias
exactas, asimismo, se cuenta con un detector que mide la absorcion de energia
de radiofrecuencia de la muestra, por ultimo, se encuentran el ordenador y el
registrador, encargados de generar las graficas que conforman el espectro de
RMN (SEMMLER, 2018) (figura 49).

Figura 49. Resonancia magnética nuclear

Oscilador de Receptor de Tubo de ensaio
entrada de = ~ salida de
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Nota. La figura representa un espectrometro de RMN, donde un electroiman aplica
un campo magnético constante y un oscilador emite radiofrecuencia hacia la muestra.
La sefial resultante es captada, procesada y convertida en un espectro de RMN para
analizar la estructura molecular.
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Para obtener un espectro de la RMN, se utiliza un tubo de vidrio largo que
contiene una pequeia cantidad del compuesto organico disuelto en aproximada-
mente medio mililitro de disolvente (SEMMLER, 2018). Este tubo se coloca dentro
del campo magnético del aparato y se hace girar alrededor de su eje vertical. En los
equipos modernos, el campo magnético se mantiene constante mientras se emite
un breve pulso de radiacion de radiofrecuencia (RF) que excita simultaneamente
a todos los nucleos presentes en la muestra. Cada nucleo absorbe la radiacion de
la frecuencia necesaria para entrar en resonancia y cambiar su estado de espin
(BAUERMEISTER et al., 2022). A medida que los nucleos regresan a su estado
inicial, emiten radiacion a una frecuencia igual a la diferencia de energia entre
los estados de espin. La intensidad de esta radiacion disminuye con el tiempo
a medida que todos los nticleos vuelven a su estado original (SEMMLER, 2018).

Un espectro de RMN es una representacion grafica que muestra la relacion
entre la radiofrecuencia aplicada y la absorcion de energia por parte de los nucleos
atomicos. La posicion en la grafica donde ocurre la absorcion se conoce como
desplazamiento quimico. El desplazamiento quimico esta determinado por la
densidad electronica alrededor del ntcleo. Si un nucleo esté rodeado de una alta
densidad electrdnica, esta protegido del campo magnético externo, lo que resulta
en un desplazamiento hacia valores superiores en el espectro de RMN (SEMMLER,
2018). Por otro lado, si un nucleo esta rodeado de un atomo electronegativo, la
densidad electrénica alrededor del nticleo disminuye, lo que provoca un efecto
de desproteccion y desplaza la sefal hacia valores inferiores en el espectro de
RMN. Ademas, el espin de los nucleos circundantes también puede afectar las
sefales observadas en el espectro de RMN a través de un fenémeno llamado
acoplamiento espin-espin, donde las sefiales se escinden en varias lineas debido
a las interacciones magnéticas entre los nicleos vecinos (SEMMLER, 2018).

La RMN se utiliza para identificar y cuantificar metabolitos en una muestra
biologica. Esta técnica permite analizar la estructura y composicion quimica de
los metabolitos presentes en una muestra, lo que proporciona informacion sobre
los cambios metabolicos.

La RMN se realiza utilizando un equipo especializado llamado espectrometro de
RMN. El proceso general para realizar una espectroscopia de RMN, es el siguiente:

» Lapreparacion de lamuestra es el primer paso en la espectroscopia de RMN.
Se selecciona una muestra bioldgica y se extraen y purifican los metabolitos
de interés. Luego, la muestra se coloca en el espectrometro de RMN, donde
se aplica un campo magnético intenso. Se utilizan secuencias de pulsos de
radiofrecuencia para excitar los niicleos atdbmicos de los metabolitos presen-
tes en la muestra, y las sefiales de radiofrecuencia emitidas por los nucleos
se detectan y registran en forma de espectro de RMN (BAUERMEISTER e?
al., 2022).
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* Posteriormente, los datos espectrales se procesan y se lleva a cabo el
analisis utilizando software especializado. Se realizan correcciones
y ajustes, y se eliminan los artefactos. Luego, se utilizan métodos
estadisticos y herramientas bioinformaticas para identificar y cuantificar
los metabolitos presentes en la muestra. Los espectros de RMN procesados
proporcionan informacion sobre la composicion metabodlica de la muestra,
y se comparan con bases de datos y referencias para asignar y anotar los
metabolitos identificados (BAUERMEISTER et al., 2022).

5.3. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier es una técnica
analitica utilizada para estudiar la interaccion de la radiacion infrarroja con la
materia. Mediante el analisis de la radia-
Fundamento: es una técnica utili- | cidn absorbida por una muestra, es posible
zada para obtener un espectro infra- | obtener informacion sobre la estructura y
rrojo de absorcion o emisién de un | o mpnosicion de los materiales. Esta técnica

s6lido, liquido o gas. Un espectrome- se basa en los principios de la transformada
tro FTIR recopila simultineamente p p

datos de alta resolucion en un amplio | de Fourier, que permite convertir una sefial
rango espectral. temporal en su correspondiente espectro de
frecuencia (SONG et al., 2020).

La espectroscopia infrarroja es una técnica utilizada para analizar la radiacion
infrarroja absorbida por una muestra en funcion de la longitud de onda. Esta
radiacion corresponde a la region del espectro electromagnético que se encuentra
entre la radiacion visible y la radiacion de microondas. La espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier es una variante de esta técnica que utiliza
un interferometro para obtener el espectro infrarrojo completo de una muestra
(SONG et al., 2020). A partir de este espectro, es posible identificar las vibraciones
moleculares caracteristicas de los compuestos presentes en la muestra, lo que
permite su analisis y caracterizacion.

El ordenador recoge la intensidad de la sefial en funcion del tiempo y la convierte
en una representacion de la intensidad en funcion de la frecuencia mediante una
técnica llamada transformada de FOURIER (FT-RMN). Con esta transformacion,
se obtiene un espectro de RMN en tan solo 2 segundos, utilizando menos de 5 mg
de muestra (SONG et al., 2020). Esta técnica permite obtener informacion detallada
sobre la estructura y composicion de la muestra de manera rapida y eficiente.

54. ESPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia Raman es una técnica que se basa en la dispersion ineléstica
de luz monocromatica. En esta técnica, los fotones de la luz interactiian con una
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muestra y experimentan un cambio en su frecuencia, lo que se conoce como
efecto Raman. Este cambio en la frecuencia proporciona informacion valiosa
sobre las transiciones vibracionales, rotacionales y otras de baja frecuencia en
las moléculas analizadas (Dopo et al.,2022).

La espectroscopia Raman es una herramienta eficiente para determinar la
composicion quimica y la estructura molecular de los compuestos. Ademas,
ofrece ventajas significativas, como la capacidad de analisis no destructivo, la
falta de necesidad de preparacion de la muestra y la rapidez en la obtencion de
resultados. Estas caracteristicas hacen que la espectroscopia Raman sea ideal
para aplicaciones in situ, como en misiones espaciales, y forma parte de la nueva
generacion de instrumentacion utilizada en las exploraciones planetarias (Dopo
et al.,2022) (figura 50).

Figura 50. Resonancia magnética nuclear
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Nota. La figura muestra la dispersion Rayleigh (sin cambio en la longitud de onda)
y la dispersion Raman (con cambio en la longitud de onda) cuando un laser interacttia
con una molécula, siendo este Gltimo 1til en espectroscopia Raman para estudiar
vibraciones moleculares.
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6. HERRAMIENTAS DE OTRAS CIENCIAS OMICAS

Otras ciencias 6micas, como la lipidomica, la epigendmica y la gliocomica,
aplican las técnicas estandar de las principales dmicas. No obstante, se utilizan
enfoques especiales, principalmente en los métodos de extraccion y separacion,
que permiten llevar a cabo estos andlisis. La metagendmica, junto con sus
técnicas, se abordara mas adelante.

6.1. LiPIDOMICA

Los lipidos son biomoléculas importantes en todos los sistemas bioldgicos y
cumplen numerosas funciones celulares esenciales. El analisis global de lipidos
complejos es un gran desafio debido a la extrema diversidad en las estructuras de
los lipidos (PHAM et al., 2019). La lipidomica es el estudio integral de los lipidos
presentes en una muestra bioldgica, que incluye su identificacion, cuantificacion
y caracterizacion. Esta disciplina utiliza una variedad de técnicas analiticas para
investigar la composicion y la funcion de los lipidos presentes en una muestra.

La variacion en los enlaces y las posiciones de las cadenas de acilo graso en la
cadena principal de los lipidos, la modificacion del grupo funcional y la aparicion
de especies moleculares como isomeros o isobaras se encuentran entre algunos
de los mayores desafios a resolver en lipidomica (PHAM et al., 2019).

Antes del analisis, los lipidos deben extraerse de la muestra bioldgica. Las
técnicas de extraccion mas utilizadas en lipidomica incluyen la extraccion liquido-
liquido con solventes organicos, como cloroformo/metanol, y la extraccion en
fase solida (SPE) con cartuchos de fase solida que retienen los lipidos (OG1so
et al., 2008). Las cromatografias también son utilizadas: la liquida se utiliza en
combinacién con la espectrometria de masas para separar y purificar los lipidos
antes de su analisis. La cromatografia de fase reversa (RPLC) es ampliamente
utilizada en lipidomica debido a su capacidad para retener y separar diferentes
clases de lipidos en funcion de sus propiedades hidrofobicas (PHAM et al., 2019).

Para la identificacion y cuantificacion precisa de los lipidos, se utilizan
estandares de referencia y bibliotecas de espectros de masas. Estos recursos
contienen informacion sobre las masas, estructuras y propiedades espectrales
de los lipidos conocidos, lo que permite la comparacion con los espectros de
masas generados experimentalmente. La lipidomica genera grandes cantidades
de datos complejos, también se necesita andlisis bioinformdatico que son
esenciales para procesar, visualizar e interpretar estos datos. Se utilizan sofiware
especializado para identificar y cuantificar los lipidos, realizar analisis estadisticos
y comparaciones entre muestras (OGIso et al., 2008).
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6.1.1. LA CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA (RPLC)

La cromatografia de fase reversa se ha convertido en una técnica de separacion
muy utilizada en el laboratorio debido a su eficacia y versatilidad en la separacion de
una amplia gama de compuestos quimicos. Ademas, se han desarrollado diferentes
tipos de fases estacionarias y eluyentes para adaptarse a las necesidades especificas
de separacion de diferentes componentes en las muestras a analizar (L1 et al.,2019).

Esta cromatografia esta basada en interacciones hidrofobicas, se fundamenta
en las fuerzas de repulsion entre un disolvente relativamente polar, un compuesto
relativamente apolar y una fase estacionaria apolar. Estas interacciones son
responsables de la separacion de los componentes en una mezcla.

A diferencia de la cromatografia convencional, en la cromatografia de interacciones
hidrofébicas, la fase estacionaria consiste en particulas de silica quimicamente
modificadas con hidrocarburos saturados, insaturados o aromaticos de diferentes
tipos. Esto convierte a la fase estacionaria en una matriz apolar (L1 et a/.,2019). Por
lo tanto, para este tipo de cromatografia, se utilizan mezclas de solventes polares,
como agua, acetonitrilo, acetato de etilo, acetona y alcoholes alifaticos (figura S1).

La fase movil utilizada en la cromatografia de fase reversa es una mezcla de agua
o solucion tampon con eluyentes polares, como metanol, acetonitrilo o tetrahidro-
furano. La fase movil polar actia como disolvente y ayuda a eluir los compuestos
de la muestra a través de la columna cromatogréfica. La fase estacionaria es no
polar y estd compuesta por hidrocarburos de cadena larga unidos a un soporte de
silice o hibrido. Esta fase permite la retencion y separacion de los compuestos de
la muestra en funcion de su interaccion con ella (PHAM et al., 2019).

Figura 51. Cromatografia en fase inversa

Cromatografia en fase normal Cromatografia en fase inversa

Fase mévil de baja polaridad Fase mévil de alta polaridad

Tiempo Tiempo >

Tiempo Tiempo

Polaridad de los solutos : A>B >C

Nota. La figura muestra la cromatografia en fase normal (compuestos menos polares
eluyen primero) y la cromatografia en fase inversa (compuestos mas polares eluyen primero),
diferenciandose por la polaridad de las fases mévil y estacionaria para separar compuestos.
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En la cromatografia de fase reversa, los compuestos de la muestra se retienen
en la columna debido a las interacciones hidrofobicas que establecen con la fase
estacionaria no polar. Estas interacciones hidrofobicas son en general bastante
débiles, pero debido a su gran cantidad, permiten la separacion de los compues-
tos. Para eluir los compuestos retenidos en la columna, se utiliza un gradiente
de elucion (L1 et al.,2019). El gradiente de elucion implica cambiar gradualmente
la proporcion de los eluyentes polares y no polares en la fase mévil. A medida
que se incrementa la concentracion de los eluyentes no polares en la fase moévil,
los compuestos retenidos se desplazan y se eluyen de la columna. A medida que
los compuestos eluidos pasan por el detector, se registran las sefiales corres-
pondientes y se generan cromatogramas (L1 et a/.,2019). Estos cromatogramas
proporcionan informacion sobre la retencion y la cantidad de cada compuesto
en la muestra analizada.

En lipidémica se pueden utilizar diferentes enfoques de EM que permite
la identificacion y cuantificacion de los lipidos presentes en una muestra. La
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) y espectrometria de masas de
alta resolucion (HRMS), permiten obtener informacion estructural detallada y
mejorar la precision de la identificacion de los lipidos (Li et al., 2019).

6.1.2.  ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION (HRMS)

La espectrometria de masas de alta resolucion es una técnica quimica utilizada
para determinar la masa de las especies quimicas en una muestra con una mayor
precision y exactitud. A continuacion, se describe como se realiza esta técnica.

La muestra se somete a un proceso de ionizacion en el cual las moléculas se
convierten en iones cargados eléctricamente (ZULLIG y KOFELER, 2021). Esto se
puede lograr mediante diferentes técnicas de ionizacion, como la ionizacion por
impacto electronico (EI), la ionizacion por electrospray (ESI) o la ionizacion
quimica. Los iones generados en la etapa de ionizacion se introducen en el
analizador de masa, que es capaz de separar los iones en funcion de su relacion
masa/carga (m/z). En el caso de la espectrometria de masas de alta resolucion, se
utilizan analizadores de masa mas avanzados, como el espectrémetro de masas
de cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF), que ofrecen una mayor precision y
resolucion. Los iones separados se detectan y se mide su relacidn masa/carga.
Los espectrometros de masas de alta resolucion permiten una mayor precision
en la determinacién de la masa exacta de los iones presentes en la muestra
(ZULLIG y KOFELER, 2021). Esto se logra mediante el uso de analizadores con
alta resolucion y prestaciones mejoradas, como el cuadrupolo-tiempo de vuelo
(Q-TOF). Los datos obtenidos se analizan utilizando software especializado
que permite interpretar los espectros de masas y realizar la identificacion y
cuantificacion de los compuestos presentes en la muestra. Ademas, se pueden
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comparar los espectros de masas obtenidos con bases de datos para identificar
compuestos conocidos y realizar la caracterizacion estructural.

6.1.3.  CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

El empleo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es ampliamente
reconocido en el ambito de la lipidomica para el andlisis regular de complejas
mezclas de lipidos (TANG et al., 2016). Esta técnica implica la utilizacion tanto
de cromatografia liquida de fase normal (NPLC) como de fase inversa (RPLC).
Mientras que la NPLC separa tipicamente los lipidos segtin su grupo funcional
polar, la RPLC distingue las especies de lipidos segin su composicion lipdfila.
Se ha despertado un interés particular en la cromatografia liquida de interaccion
hidréfila (HILIC), la cual facilita la separacion de clases de lipidos en funcion de
la composicion del grupo principal, ofreciendo similitudes con la NPLC (BLuwm,
2014). En este enfoque, se emplean las mismas fases moviles de la RPLC para
mejorar la eficacia y la reproducibilidad de la ionizacion. HILIC se puede aplicar
como un sistema alternativo o complementario, utilizado de manera mixta con
la cromatografia liquida de fase inversa, en el analisis de lipidos complejos.

La espectrometria de masas de alta resolucion tiene diversas aplicaciones
en diferentes areas de la quimica y la investigacion cientifica. Permite la
identificacion precisa de compuestos, la determinacion de masas exactas, el
estudio de estructuras moleculares y la caracterizacion de biomoléculas, entre
otras aplicaciones.

La lipidomica también puede emplear otras técnicas analiticas, como la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria
de movilidad i6nica (IMS), para estudiar los lipidos en detalle o proporcionar
informacion adicional sobre su estructura y funcion. Es importante destacar que
la lipidémica es un campo en constante evolucion y que constantemente se estan
desarrollando nuevas técnicas y enfoques para mejorar la capacidad de analisis
y comprension de los lipidos en diferentes sistemas bioldgicos (BLum, 2014).

6.1.4.  ESPECTROMETRIA DE MOVILIDAD IONICA (IMS)

Es una técnica que se utiliza para separar y caracterizar moléculas en fun-
cion de su movilidad bajo un campo eléctrico en un gas a baja presion. Se basa
en la medida de la velocidad con la que las moléculas viajan a través de un
tubo de reaccion, donde la movilidad esta determinada por su tamafio, forma
y carga. Esta técnica permite la identificacion de compuestos individuales y la
obtencion de informacion sobre su estructura y caracteristicas (GOTH y PAGEL,
2017). Es especialmente util en la deteccion y cuantificacion de contaminantes
en muestras complejas.
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La espectrometria de movilidad i6nica se basa en la separacion de las moléculas
en un gas mediante un campo eléctrico. Durante el proceso, las moléculas se
ionizan y adquieren una carga eléctrica. A medida que se mueven a través del
tubo de reaccion, las moléculas se separan segiin su movilidad, con las moléculas
mas pequefias y menos cargadas viajando mas rapido que las moléculas mas
grandes y cargadas (GOTH Y PAGEL, 2017). Esta separacion se logra mediante
la aplicacién de un campo eléctrico en combinacién con un gas portador de
baja presion. La velocidad de las moléculas se registra utilizando detectores de
ionizacion, lo que permite la generacion de un espectro de movilidad i6nica que
puede ser utilizado para identificar y cuantificar las moléculas presentes en la
muestra (WINTER et al., 2019).

6.2. GLICOMICA

La glicomica es una disciplina cientifica que estudia los carbohidratos
(glucidos) presentes en una muestra bioldgica, incluyendo sus estructuras,
funciones y perfiles de expresion (LAGEVEEN-K AMMEDER et al., 2022). También
estudia los glicoconjugados, tales como glicoproteinas y glucolipidos, y su
papel en diversos procesos bioldgicos. Estos glicoconjugados desempefian un
papel crucial en la comunicacion celular, la adhesion celular y la respuesta
inmune. La comprension de la estructura y funcioén de los glicoconjugados
es fundamental para avanzar en la investigacion biomédica, el desarrollo de
farmacos y la comprension de enfermedades relacionadas con alteraciones en
la glicomica (THAYSEN-ANDERSEN et al., 2021). Por lo tanto, la glicomica tiene
una gran relevancia en la investigacion cientifica actual y utiliza una variedad de
técnicas analiticas, al igual que el analisis bioinformatico que utiliza herramientas
y software especializados para el procesamiento de datos, la asignacion de
estructuras de glicanos y la interpretacion de los resultados.

Los glicanos pueden ser analizados mediante la utilizacion de enzimas
especificas. Las enzimas glicosidasas se utilizan para degradar y liberar los
glicanos de una muestra, lo que permite su posterior analisis y caracterizacion.
Por otro lado, técnicas como la cromatografia liquida, en combinacion con
diferentes tipos de detectores, se utiliza para separar y purificar los glicanos
presentes en una muestra. Ademas, se pueden emplear diferentes métodos
de cromatografia, como la cromatografia de exclusion molecular (SEC) y la
cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC) para separar glicanos en funcién
de sus propiedades fisicoquimicas y de sus distintos tamafios (BARTH et al., 1994).

6.2.1. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Es una técnica cromatografica que se utiliza para separar moléculas segun
su tamafio y peso molecular. En esta técnica, se utiliza una columna con una
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matriz porosa que permite el paso de moléculas mas pequefias, mientras que
las moléculas de mayor tamafio se retienen en la matriz (BARTH et al., 1994).
De esta manera, se logra separar moléculas segun su peso y determinar su
distribucion de tamafios en una muestra. Se acopla a técnicas claves como la
EM, proporciona informacion sobre las masas moleculares y estructuras de los
glicanos, lo que facilita su identificacion y caracterizacion. Se utiliza el enfoque
de espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) y espectrometria de masas
de alta resolucion (HRMS), para analizar los glucanos presentes en la muestra
(THAYSEN-ANDERSEN ef al., 2021).

6.2.2. RMN DE PROTONES

La RMN de protones es una técnica de espectroscopia que permite analizar
y estudiar la estructura y composicion de compuestos organicos € inorganicos
en solucion. Los protones presentes en las moléculas son sensibles a los campos
magnéticos, lo que permite generar sefiales detectables y obtener informacion sobre
la conectividad y el entorno quimico de los dtomos de hidrogeno en una muestra
(KisHmoTO et al., 2018). Esta técnica es ampliamente utilizada en la determinacion
de estructuras moleculares y en el analisis de reacciones quimicas, proporcionando
informacion detallada sobre las interacciones y la dindmica molecular.

6.2.3. RMN DE CARBONO-13

Es una técnica de espectroscopia que se utiliza para analizar la estructura y
composicion de compuestos orgdnicos e inorganicos. A diferencia de la RMN
de protones, que se centra en la deteccion de sefiales de &tomos de hidrogeno, la
RMN de carbono-13 se basa en la deteccion de sefiales generadas por los atomos
de carbono presentes en una muestra (RASMUSSEN y HOFFMAN, 2022). Esta técnica
es especialmente util en el analisis de compuestos organicos, ya que proporciona
informacion sobre el tipo y la posicion de los atomos de carbono en una molécula.

LaRMN de carbono-13 se complementa con la RMN de protones para obtener
una caracterizacion completa de las moléculas en estudio. Se utiliza para analizar
los glicanos y determinar la conectividad de los aztcares y los enlaces glicosidicos
presentes en sus estructuras (RASMUSSEN y HOFFMAN, 2022).

6.2.4. TECNICAS COMPLEMENTARIAS

Ademas de las técnicas mencionadas anteriormente, la glicomica puede
emplear otras técnicas analiticas, como la cromatografia de afinidad, la
electroforesis capilar y la microscopia de fuerza atomica (AFM), para estudiar
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los glicanos en detalle o proporcionar informacion adicional sobre su interaccion
con otras moléculas o su localizacion en células y tejidos (LAGEVEEN-K AMMEIJER
et al., 2022).

6.3. EPIGENOMICA

En la epigenomica, que es el estudio de las modificaciones quimicas en el ADN
y las proteinas que influyen en la regulacion de la expresion génica, se utilizan
varias técnicas analiticas para investigar y comprender los cambios epigenéticos.
La epigendémica genera grandes cantidades de datos complejos, por lo que el
andlisis bioinformatico desempefia un papel fundamental (FANTER ET al., 2022).
Se utilizan herramientas y algoritmos especializados para procesar y analizar los
datos de secuenciacion, identificar sitios de modificacion epigenética, realizar
comparaciones entre muestras y descubrir patrones y asociaciones relevantes.

Dentro de las técnicas la NGS ha revolucionado el campo de la epigendmica al
permitir el andlisis a gran escala y de alta resolucion de los cambios epigenéticos.
Se utilizan diferentes enfoques de NGS, como el bisulfito de secuenciacion
(BS-seq) y el ChIP-seq, para generar datos detallados sobre la metilacion del
ADN, las modificaciones de las histonas y las interacciones proteina-ADN.
A continuacion, se describen brevemente estas técnicas analiticas utilizadas
actualmente en epigenomica.

6.3.1.  BISULFITO DE sopIO (BS)

El bisulfito de sodio convierte quimicamente los residuos de citosina no
metilados en uracilo, mientras que los residuos de citosina metilados no sufren
cambios (PAJARES et al., 2021). Posteriormente, se pueden utilizar diferentes
enfoques, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o la NGS, para
identificar los patrones de metilacion en el ADN. La técnica de bisulfito de sodio
es compleja y requiere experiencia en su realizacion y analisis de los resultados
obtenidos. Ademas, hay variantes y protocolos especificos para diferentes
aplicaciones y tipos de muestras.

En esta técnica el tratamiento de la muestra comienza con la aplicacion de
bisulfito de sodio al ADN gendmico, lo cual provoca una reaccion selectiva con
los residuos de citosina no metilados, convirtiéndolos en uracilo. Por otro lado,
los residuos de citosina metilados permanecen sin cambios, posteriormente, se
procede a la desnaturalizacion del ADN tratado mediante calor o alcalinidad, lo
cual separa las dos hebras del ADN (PAJARES et al., 2021). A continuacion, las
hebras desnaturalizadas se someten a una reaccion de bisulfito de sodio, donde
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los uracilos derivados de las citosinas no metiladas se transforman en timinas,
mientras que las citosinas metiladas se mantienen inalteradas (figura 52).

Figura 52. Técnica de bisulfito
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Nota. La figura muestra la técnica de bisulfito, donde el tratamiento con bisulfito

convierte citosinas no metiladas en uracilos, mientras que las metiladas permanecen
iguales. Tras la secuenciacion, se identifican los patrones de metilacion en el ADN.

Una vez completado este proceso, se realiza la purificacion del ADN tratado
con bisulfito de sodio con el fin de eliminar los reactivos residuales y otros conta-
minantes. Finalmente, el ADN purificado se somete a técnicas de secuenciacion o
PCR para analizar la metilacion de los sitios especificos de citosina. La diferencia
en la secuencia de ADN después del tratamiento con bisulfito de sodio permite
identificar los sitios de citosina metilados y no metilados (PAJARES et al., 2021).

6.3.2.  CROMATINA DE INMUNOPRECIPITACION (CHIP)

Esta técnica permite investigar las interacciones entre las proteinas de union
al ADN, como las histonas modificadas y los factores de transcripcion, y las
regiones especificas del ADN (DeCaprio y KoHL, 2020). ElI ChIP se combina
con la NGS (ChIP-seq) para identificar los sitios de union de las proteinas y
comprender como afectan la expresion génica.
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La técnica de Cromatina de Inmunoprecipitacion (ChIP) involucra varios
pasos para investigar las interacciones entre las proteinas y la cromatina en el
nucleo de las células. En primer lugar, las células se tratan con un agente de
fijacion para preservar las interacciones proteina-ADN en su estado natural.
Luego, se realiza la lisis celular para liberar la cromatina, que consiste en ADN,
histonas y proteinas (RODRIGUEZ-UBREVA Y BALLESTAR; 2014; DECAPRIO Y
KoHr, 2020). La cromatina se separa en pequefios fragmentos mediante técnicas
como ultrasonografia, enzimas o digestion quimica. A continuacion, se agrega
un anticuerpo especifico para la proteina de interés, y el complejo anticuerpo-
proteina-ADN se captura utilizando una matriz de afinidad, como perlas
magnéticas recubiertas de proteina A/G. Después de los lavados para eliminar
impurezas, se realiza la elucion para separar los complejos inmunoprecipitados
y liberar el ADN vy las proteinas asociadas (figura 53) (RODRIGUEZ-UBREVA
Y BALLESTAR, 2014).

Figura 53. Cromatina de inmunoprecipitacion (ChiIP)
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Nota. La figura describe la inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP), donde se fija
la interaccion proteina-ADN, se fragmenta la cromatina, se usa un anticuerpo para
precipitar las proteinas de interés junto con su ADN asociado, y luego se purifica y
analiza el ADN para identificar regiones gendmicas que interactiian con esas proteinas.
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Luego, se revierten las uniones cruzadas entre proteinas y ADN, permitiendo
la liberacion del ADN. El ADN recuperado se puede analizar mediante técnicas
como PCR, secuenciacion o microarreglos para identificar los sitios de unién de
la proteina de interés en el genoma (RODRIGUEZ-UBREVA Y BALLESTAR, 2014).
La técnica de ChIP proporciona informacion valiosa sobre la regulacion génica
y los procesos epigenéticos en las células.

6.3.3. MICROARREGLOS EPIGENETICOS

Son herramientas que permiten analizar simultdneamente multiples regiones
del genoma para detectar cambios epigenéticos. Estos microarreglos estan
disefiados para identificar y cuantificar modificaciones especificas del ADN o
las histonas en una muestra, lo que proporciona informacion sobre los perfiles
epigenéticos (FENG Y Lou, 2019). La técnica de microarreglos epigenéticos
comienza con la preparacion de la muestra, donde se extrae el ADN gendémico
y se trata con enzimas de restriccion o bisulfito de sodio para modificar las
bases citosina no metiladas. Esto permite distinguir las regiones metiladas y
no metiladas del ADN. A continuacion, se generan sondas de ADN o ARN
representando secuencias especificas del genoma, que se imprimen en un
microarreglo (figura 54) (VAN STEENSEL, 2005).

La muestra de ADN tratada se marca con un fluor6foro y se hibrida con el
microarreglo, permitiendo la deteccion de la presencia o ausencia de metilacion
en regiones especificas del genoma. Posteriormente, el microarreglo se escanea
para capturar la fluorescencia de los fluoroforos unidos a las sondas, y los datos
se analizan para determinar los niveles de metilacion en diferentes regiones
del genoma (FENG Y Lou, 2019). Finalmente, los resultados se interpretan
comparandolos con una referencia de control, lo que proporciona informacion
sobre los patrones epigenéticos y las modificaciones en la metilacion del ADN
en la muestra.
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Figura 54. Microarreglos epigenéticos
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Nota. La figura muestra el proceso de analisis mediante microarreglos epigenéticos
para estudiar patrones de metilacion del ADN. Primero, el ADN se extraey se trata con
bisulfito para convertir las citosinas no metiladas en uracilos, mientras que las citosinas
metiladas permanecen sin cambios. Luego, el ADN tratado se amplifica y se aplica a
un microarreglo con sondas especificas que permiten identificar los sitios metilados
en el genoma. Al final, el analisis revela patrones de metilacion (marcados con grupos
metilo, CH3), lo cual es clave en el estudio de la regulacion epigenética y su relacion
con procesos bioldgicos y enfermedades.

CONCLUSIONES

Las tecnologias utilizadas en a las diferentes ciencias 6micas son fundamentales
para comprender la complejidad y diversidad de los sistemas bioldgicos. Estas
tecnologias permiten estudiar de manera integral los diferentes niveles de
informacion molecular, como el genoma, el transcriptoma, el proteoma y el
metaboloma, lo que proporciona una vision completa de la estructura y funcion
de los organismos vivos.

Las diversas tecnologias dmicas son herramientas vigorosas para el
descubrimiento de biomarcadores y la comprension de enfermedades. Estas
tecnologias admiten identificar patrones moleculares asociados con enfermedades,
lo que facilita la deteccion temprana, el diagndstico preciso y el desarrollo de
terapias mas eficaces. Ademas, brindan informacion detallada sobre las redes
de interaccion molecular y los mecanismos subyacentes de las enfermedades.
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Estas tecnologias dmicas tienen aplicaciones en diversos campos, como
la agricultura, la biotecnologia y la medicina personalizada. Son tecnologias
que permiten mejorar la produccion agricola, desarrollar nuevos productos y
terapias basadas en la comprension de los perfiles moleculares individuales y
personalizar los tratamientos médicos de acuerdo con las caracteristicas genéticas
y moleculares de cada individuo.
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S’RACE: Amplificacion rapida de los extremos del ADNCc.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNc ADN complementario.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

ARNr: ARN ribosomico.

ARN-Seq: Secuenciacion de ARN.

ARNt: ARN de transferencia.

BAC: Cromosomas artificiales bacterianos.

BGI: Grupo del Instituto de Gendémica de Beijing.
CAGE: Analisis Cap de la expresion génica.

cCRE: Elementos de reguladores en Cis candidatos.
CE: Electroforesis capilar.

CE-MS: Electroforesis capilar y espectrometria de masas.
CGH: Hibridacion gendmica comparada.

ChIP-seq: Inmunoprecipitacion de la cromatina acoplada a secuenciacion.

ChromHMM: Software para caracterizar los estados de la cromatina.
CIDR: Centro para la Investigacion de Enfermedades Hereditarias.
CISH: Deteccion cromogeénica.

cM: CentiMorgan.
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CTCF: Represor transcripcional CTCEF, proteina de dedo de
zinc 11 o factor de union a CCCTC.
dbSNP: Base de datos publicos de SNP.
DDBI: Banco de datos del Japon.
ddNTP: Didesoxinucle6tidos.
DEEP: Consorcio para el Estudio del Impacto de los
Factores Ambientales en el Epigenoma y el Proteoma.
DIR: Division de Investigacion Intramural.
DNase-seq:  M¢étodo para identificar la ubicacion de regiones
reguladoras, basado en la secuenciacion de todo
el genoma de regiones sensibles a la escision por DNase 1.
DNB: Secuenciacion de nanoesferas de ADN.
dNTP Desoxinucledtidos.
DOE: Departamento de Energia de los Estados Unidos.
emPCR: PCR en emulsion.
ENA: Archivo de Nucledtidos Europeos.
ENCODE:  Consorcio Enciclopedia de Elementos de ADN.
FACS: Clasificacion de células activadas por fluorescencia.
FISH: Fluorescencia hibridacion in situ.
FRLP: Polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion.
FunSeq: Herramienta especializada en priorizar variantes somaticas
de la secuenciacion del genoma completo del cancer.
GENCODE: Anotacion de genes codificadores.
GWAS: Estudio de asociacion de genoma completo.
HaploReg:  Explorar anotaciones del genoma no codificante en

variantes en bloques de haplotipos.

HapMap: Mapa de haplotipos humanos.
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HPP-BI: Iniciativa Cerebro del Proyecto Proteoma Humano.

HPRC: El Consortium Reference de Pangenoma Humano.

IP: Inmunoprecipitacion.

ISH: Hibridacion in situ.

kb kilobases.

KEGG: Enciclopedia de genes y genomas de Kioto.

LBHN: Proyecto de red biologica pulmonar del Atlas Celular Humano.

MERFIS: Técnica altamente multiplexada y avanzada derivada del smFISH,

MPSS: Secuenciacion masiva de firmas en paralelo.

MS: Espectrometria de masas.

MVP: Posiciones variables de metilacion.

NGS: Secuenciacion de Nueva Generacion.

NHGRI: Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano.
NIAID: Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas.
NIH: Instituto Nacional de Salud (por sus siglas en inglés National
Institutes of Health).

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PGH: Proyecto Genoma Humano.

pH: Potencial de hidrogeno.

PTM: Modificacion postraduccional de proteinas.

RT-PCR: PCR en tiempo real.

RT-gPCR:  Retrotranscripcion y PCR cuantitativa.
SAGE: Andlisis en serie de la expresion génica.
SBS: Secuenciacion por sintesis.

scARN-seq: Secuenciacion de ARN unicelular.

SCREEN: Buscador de elementos reguladores candidato ENCODE.
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SEGWAY:

SLAM-seq:

smFISH
SMRT:
SNP
SOLiD:
Tag SNP:
tARN:
TLC:
TOF-MS:
UCSC:
WE:
WG
YAC:
ZMW:

RUTH MELIDA SANCHEZ MORA

Paquete de software para analizar multiples pistas de datos
de gendmica funcional.

Etiquetado y multiplexacion de una sola célula
mediante secuenciacion.

FISH de molécula tnica.

Single Molecule Real-Time Sequencing.
Polimorfismos de un solo nucleotido.

Secuenciacion por ligacion y deteccion de oligonucleotidos.
SNP etiqueta.

Acido desoxirribonucleico de transferencia.
Cromatografia en capa fina.

Espectrometria de masas basada en tiempo de vuelo.
Universidad de California, Santa Cruz.

Exoma complete.

Genoma completo.

Cromosomas artificiales de levaduras.

Secuenciacion de guia de onda de modo cero.
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Resulta fascinante comprender los conceptos fundamentales de las
omicas y las diferentes tecnologias empleadas en sus analisis.
Estos conocimientos permitiran a los lectores adquirir una comprension
mas amplia de las aplicaciones de las ciencias émicas en areas como
la biotecnologia y disciplinas afines.

En el primer capitulo, se abordan una amplia variedad de temas
fundamentales en estas disciplinas emergentes, desde su introducciéon
hasta la exploracion de conceptos clave como la gendmica, la proted-
mica, la transcriptdmica y la metaboldmica. Se ofrece un detallado ana-
lisis de la evolucion histdrica de las ciencias Omicas, cubriendo desde
SuS primeros avances hasta las eras predmica y émica, ademas de
examinar proyectos innovadores en desarrollo.

El segundo capitulo aborda una amplia gama de herramientas y méto-
dos utilizados en el estudio de disciplinas relacionadas con las ciencias
dmicas. Comienza con una introduccion que establece el contexto vy la
importancia de estas técnicas. Luego, se detallan las técnicas en gend-
mica, que incluyen diferentes generaciones de secuenciacion y
microarreglos. A continuacion, se exploran las técnicas en transcrip-
tdbmica, abarcando desde enfoques basados en hibridacion hasta
métodos avanzados como ARN-seq y transcriptdmica espacial.
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