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Resumen

La Biologia Molecular se dedica al estudio de la estructura y la funcién de dos importantes biomoléculas —proteinas y dcidos
nucleicos- y de las interacciones que se establecen entre ellas. En el primer articulo de esta serie presentamos algunas de las
técnicas “moleculares” y sus aplicaciones en el campo odontolégico. En este segundo articulo presentamos los métodos
de secuenciacién de dcidos nucleicos que han permitido conocer en profundidad los detalles acerca de la forma en que
se almacena y se descodifica la informacion genética en los seres vivos. Las secuencias obtenidas a partir del estudio de
genes y genomas son Utiles, no solo para identificar y clasificar seres vivos (entre los cuales microorganismos causantes de
enfermedades) sino para comprender las bases genéticas de muchas enfermedades. Presentamos igualmente las estrategias de
secuenciacién masiva en paralelo (también llamadas Tecnologias de Secuenciacién de Préxima Generacién, o NGS por sus
siglas en inglés) que han permitido dilucidar la compleja estructura y composicion de las comunidades de microorganismos
que colonizan la cavidad oral.
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Abstract

Molecular Biology is dedicated to the study of the structure and function of two important biomolecules - proteins and nucleic
acids - and the interactions established between them. In the first article of this series, we presented some of the “molecular”
techniques and their applications in the dental field. In this second article, we present the nucleic acid sequencing methods
that have allowed us to know in depth the details about the way in which genetic information is stored and decoded in living
beings. The sequences obtained from the study of genes and genomes are useful, not only to identify and classify living beings
(among which disease-causing microorganisms) but also to understand the genetic basis of many diseases. We also present
the massive parallel sequencing strategies (also called Next Generation Sequencing Technologies, or NGS) that have allowed
us to elucidate the complex structure and composition of the communities of microorganisms that colonize the oral cavity.

Key words: Molecular Biology; DNA; RNA; Oral Biology; Diagnosis.

1 INTRODUCCION

En la primera parte de esta serie de articulos, hemos
presentado brevemente las caracteristicas mds importantes
de la estructura y funcién del material genético de todos los
seres vivos: el dcido desoxirribonucleico (ADN).! Se trata, en
efecto, de la molécula bioldgica que mayor relevancia tiene
cuando hacemos referencia a las técnicas “moleculares”
que nos han permitido profundizar en la comprension
de diferentes fenémenos bioldgicos, desde identificar la
etiologia de una determinada enfermedad, hasta conocer la

magnitud de una infeccidn, ya sea de tipo bacteriano o viral.
Hablamos de “biologia molecular” cuando nos referimos al
estudio de las bases moleculares de la actividad bioldgica,
pero también cuando profundizamos en las interacciones que
ocurren entre los dcidos nucleicos y las proteinas.

Las técnicas moleculares se han nutrido, a lo largo del
tiempo, de otras técnicas que originalmente se desarrollaron
para ser aplicadas en los campos de la bioquimica, la
genética y la biologia celular, tales como la electroforesis,
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la purificacion de moléculas bioldgicas y la digestion
enzimatica. En décadas recientes, ademds del desarrollo de
técnicas moleculares “himedas” -asi llamadas porque son las
que se ponen en practica en los laboratorios de investigacion,
empleando generalmente reactivos y soluciones acuosas-,
el surgimiento y consolidaciéon de la bioinformdtica ha
significado un impulso inesperado, en el sentido de aportar
una nueva dimensién al estudio de los fenémenos antes
mencionados.

La gendémica y la metagendmica —entre otras tantas
ciencias “omicas”- son algunas de las nuevas disciplinas
que han surgido a consecuencia de la cooperacion estrecha
entre bi6logos moleculares e ingenieros de sistemas. Varias
de las nuevas técnicas desarrolladas en el contexto de esta
interaccion han tenido un profundo impacto en diferentes
ciencias biomédicas.

En el presente articulo profundizaremos en torno a estos
avances, destacando el papel que ha tenido el desarrollo de
nuevas técnicas de investigacion y estudio en la comprension
de las enfermedades bucodentales. Muchas de estas técnicas
estdn actualmente al alcance de los investigadores que tra-
bajan en nuestras instituciones latinoamericanas, para llevar
adelante proyectos de investigacidn, pese a no contar con
el mismo poderio financiero que nuestros colegas de otros
paises. De alli que hayamos optado por presentarlas en este
articulo.

2 ;QUE ENTENDEMOS POR BIOINFORMATICA?

La aplicacion de técnicas de computacion y estadistica
para el andlisis de grandes cantidades de datos biolégicos se
conoce comtinmente con el nombre de “bioinformatica”.?
Aunque sus origenes se remontan a la década de los 60’
del siglo pasado, no serd sino hasta bien entrada la década
de los 70’ que se comenzaria a extender y popularizar su
uso entre los investigadores, particularmente entre aquellos
interesados en descifrar los secretos del genoma de los seres
vivos. Una de las primeras aplicaciones de la incipiente
bioinformatica consisti6 en comparar las secuencias
de pequefios fragmentos de ADN, cuyas longitudes no
superaban los pocos miles de nucledtidos, obtenidas
mediante las técnicas de secuenciacién desarrolladas por
Frederick Sanger y su grupo.>*

A partir de estos trabajos pioneros, se comprendié
cabalmente el poder de esta nueva tecnologia para, i) alinear
entre si y comparar secuencias de nucledtidos (genes o
fragmentos de genes obtenidos a partir de diferentes tipos
de seres vivos); ii) predecir la funcién de genes a partir de
secuencias obtenidas al secuenciar genomas 0 cromosomas
completos; iii) ensamblar genomas simples (primero) y
mucho mds complejos (después) a partir de cortas secuencias
nucleotidicas obtenidas aleatoriamente; iv) predecir la

estructura y funcién de las proteinas codificadas por los
mencionados genes; y v) comparar los genomas de distintos
seres vivos para establecer sus posibles relaciones evolutivas
(lo que denominamos “filogenia molecular”), entre muchas
otras aplicaciones.

La bioinformdtica, que en sus inicios estaba circuns-
crita a los laboratorios con tecnologia avanzada y recursos
financieros abundantes, esta hoy al alcance de cualquiera que
disponga de una computadora personal con buen rendimiento
y acceso a Internet de banda ancha. Es gracias a su desarrollo
que han podido surgir esas nuevas técnicas “Omicas” a las que
haciamos referencia mas arriba.

3 SECUENCIACION DE GENES Y GENOMAS

Antes de entrar en los detalles de la gendmica y
la metagendmica, es necesario hacer un paréntesis para
entender como se puede obtener la secuencia nucleotidica
de un gen o de un genoma completo (lo que Illamamos
“secuenciar”), y para qué puede ser ttil tal informacién. El
método original de secuenciacidn, desarrollado por Sanger
y sus colaboradores® —y que por cierto se impuso frente
a otros métodos mds tediosos y menos eficientes- tenia
cierta similitud con la técnica de PCR que describimos en el
articulo anterior; esto no es de extrafiar, pues ambos métodos
se basan en el proceso de replicacion de la molécula de
ADN, llevada a cabo por una enzima denominada ADN
polimerasa.

Esta enzima se encarga de producir una copia exacta
de la molécula en doble hélice de ADN, empleando como
“molde” a las dos hebras originales (parentales) que la
conforman. Para ello utiliza los 4(desoxi)nucletidos (dATP,
dCTP, dTTP y dGTP), los cuales une mediante enlaces
quimicos covalentes (Figura 1).
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Fig. 1. Replicacion de ADN. También llamado sintesis o poli-
merizacion, es el proceso mediante el cual cada una de las dos
cadenas (hebras) de la molécula parental de ADN son copiadas por
una serie de enzimas, entre las cuales destaca la ADN polimerasa.
Se destaca también la enzima primasa, encargada de sintetizar el
pequefio fragmento de ARN cebador (primer) que se menciona en
el texto. (Tomado de: DNA Replication (esquema bajo licencia de
Dominio Publico))
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Para que la ADN polimerasa pueda llevar a cabo su
funcidn, es necesaria la presencia de un pequefio fragmento
de ADN (o de ARN en el caso de células vivas) denominado
“cebador” (“primer” en inglés): es a partir de este pequefio
fragmento que la ADN polimerasa sintetiza (polimeriza) el
resto de la molécula. Precisamente esta particularidad fue la
que permiti el desarrollo de las técnicas de secuenciacion,
primero, y de PCR, mds adelante. Teniendo en nuestro poder
el “cebador” correcto, es decir, aquel que se asocie de manera
especifica con su secuencia complementaria en el genoma
de una especie, podemos en teoria replicar (o amplificar)
cualquier regién de un cromosoma o un genoma, de manera
perfectamente dirigida y especifica (Figura 2).
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Fig. 2. Reaccién de PCR. Amplificacién de una region del genoma
de cualquier ser vivo mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR). Esta amplificacién (o multiplicacion) es llevada a cabo por
una ADN polimerasa (6valo verde), a partir de un pequefio cebador
(linea roja) en diferentes etapas idénticas (llamados ciclos). Al final
de 30 ciclos, el fragmento original flanqueado por los dos cebadores
se puede amplificar miles de millones de veces. (Tomado de: De
Retama - self-made, Madprime-based. CC BY-SA 4.0.)

Sanger introdujo en esta técnica de secuenciacién una
modificacién genial que determind el éxito que ha perdurado

a lo largo de més de 45 afos: ademds de los cuatro nucledti-
dos “normales” introdujo en la mezcla de reaccién (llevada
a cabo en cada uno de cuatro tubos de ensayo diferentes
donde ocurria la polimerizacién) un nucleétido modificado
quimicamente. Esto hace que, cuando ese nucledtido es in-
corporado por la polimerasa, la reaccion de polimerizacion
se detiene y no continda. Sabiendo cual es el nucleétido
modificado en cuestidn, la genialidad consistié en determinar
la longitud de los fragmentos de ADN que se extendian desde
el cebador utilizado. Para ello se emple6 una técnica amplia-
mente utilizada en bioquimica: la electroforesis (Figura 3).
La visualizacion de los diferentes fragmentos de ADN en
el gel de acrilamida transparente se lograba mediante auto-
rradiografia, pues el cebador empleado habia sido marcado
radioactivamente.
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Fig. 3. Método de secuenciacién de ADN desarrollado por Fre-
derick Sanger. El fragmento de ADN a secuenciar es sintetizado
por una ADN polimerasa a partir de un pequefio cebador o partidor
(lo cual determina la especificidad de la regién a secuenciar). Este
cebador estd marcado con radiactividad, lo cual hace que todos los
fragmentos sintetizados serdn radioactivos. En 4 tubos de ensayo
distintos se llevan a cabo 4 reacciones similares de sintesis: en
dichos tubos se incluyen los 4 nucledtidos (dATP, dTTP, dCTP
y dGTP) y un nucleétido modificado (ddATP, ddTTP, ddCTO 6
ddTTP). Lareaccion de sintesis se detendrd en un punto al azar, cada
cuando la polimerasa incorpore un nucleétido modificado en lugar
del nucleétido normal. Los productos de esta sintesis se separan por
electroforesis, se visualizan por autoradiografia y se lleva a cabo la
“lectura” de la secuencia. (Tomado de: Portal médico)

En sus origenes, la secuencia nucleotidica se obtenia en
forma manual; hoy en dia, existen aparatos automatizados,
que permiten secuenciar ADN de manera rdpida, segura
(pues ya no se emplea radioactividad sino fluorescencia) y
con una enorme precision (pues la electroforesis se lleva a
cabo en el interior de un capilar, lo cual permite una mayor
resolucién de los fragmentos, que difieren en su longitud en
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un solo nucleétido) (Figura 4).

La secuenciacion de genomas emplea una aproximacion
similar, con la salvedad de que se trata de moléculas de ADN
mucho mds largas, pudiendo alcanzar en ocasiones varias de-
cenas de millones de nucleé6tidos de longitud. En su momento
hablaremos de cémo fue que, partiendo de una estrategia
muy tediosa, onerosa y compleja basada en la metodologia
de Sanger, se ha logrado simplificar y abaratar -de manera
exponencial- el costo de esta secuenciacién. Por lo demds,
existen grandes compaiiias a nivel mundial que se dedican a
prestar este tipo de servicios, lo cual ha reducido atin mds
el tiempo de procesamiento de las muestras y abaratado los
costos del servicio, mejorando significativamente la calidad
de dichas secuencias en términos de longitud y confiabilidad.

4 GENOMICA

El primer genoma viral se secuencié a mediados de
los afios 70s del siglo pasado: se trataba del genoma de un
virus que infecta bacterias, un bacteri6fago. Sin embargo,
transcurrieron casi 20 afios hasta que se lograra secuenciar
el primer genoma bacteriano.® En efecto, los genomas
virales son relativamente pequefios: dependiendo del tipo
de virus, los valores extremos oscilan entre los 5,000 y
los 500,000 nucledtidos aproximadamente (aunque hay
excepciones, como los virus gigantes de los protozoarios).
En el caso de las bacterias, sus genomas son mucho mads
grandes y complejos, pudiendo variar entre los 500msil y los
12millones de nucledtidos. Obviamente, el andlisis de tanta
informacion no se puede efectuar por métodos manuales:
jalli es donde interviene la bioinformatica!

A partir de la secuencia completa del genoma de
cualquier especie es posible deducir el nimero de genes
que lo componen, pero mds importante aun, el "tipo"de
genes que estdn presentes en dicho genoma (haciendo
referencia a su funcién). En el caso de bacterias de interés
médico, esto puede ser muy ttil, pues se pueden identificar
rdpidamente genes relacionados con la virulencia de la
especie (producciéon de toxinas o enzimas hidroliticas,
capaces de generar dafio tisular) o genes que determinan la
resistencia frente a compuestos antimicrobianos. Esto
es posible gracias a la eficiencia y rapidez con la
que los algoritmos desarrollados por los ingenieros de
sistemas pueden comparar unas secuencias nucleotidicas
desconocidas (por ejemplo, las que podriamos obtener a
través del estudio de un microorganismo de interés) con otras
de referencia, almacenadas en un banco de secuencias donde
las mismas estdn claramente identificadas. Por supuesto que
construir este tipo de bancos de datos toma mucho tiempo,
pero ello ha sido posible gracias al trabajo de decenas de
miles de investigadores en el mundo entero a lo largo de
varias décadas. Actualmente, la base de datos mas utilizada,
GenBank, dispone de mas de 212millones de secuencias

nucleotidicas’ y su uso es completamente gratuito.

5 TAXONOMIA Y FILOGENIA

Cuando se dispone de tanta informacidn,
convenientemente almacenada en bases de datos accesibles
en forma gratuita y universal, se pueden hacer muchas
otras cosas. Por ejemplo, si disponemos de la secuencia
nucleotidica de un gen que estd presente en todas las
especies de bacterias conocidas (se le llama “gen universal”
o “marcador universal”), es posible que al compararla con
las secuencias depositadas en la base de datos obtengamos
una lista de las especies que presentan mayor similitud.

Por supuesto, esto solo es posible si se dispone de
un algoritmo capaz de hacer el trabajo de busqueda y
comparacién lo cual, afortunadamente, tenemos. Uno de
los recursos mds utilizados del NCBI es la herramienta
Blast (Basic Local Alignment Search Tool),® la cual
permite bdsicamente alinear secuencias y compararlas.
Esta herramienta se utiliza comtinmente para identificar
secuencias homoélogas (no necesariamente idénticas, pero
muy parecidas) que, en principio, codificarian productos
(proteinas, en el caso de genes codificantes) con funciones
similares en distintas especies de seres vivos. Esto se logra
en pocos segundos.

Ya habfamos mencionado, en la entrega anterior,
la importancia de la técnica de PCR para el diagndstico
molecular. Sin embargo, muchas veces la PCR es sélo el
primer paso en la identificacién del microorganismo causante
de una determinada patologia. Muchas veces no disponemos
de marcadores (genes) especificos para tal o cual especie de
microorganismo; en ese caso, debemos amplificar primero un
gen universal (como el que codifica para el ADNr16S en el
caso de las bacterias) para luego secuenciarlo y, finalmente,
analizar su secuencia.

Mediante el empleo de herramientas como Blast es
posible asignar una secuencia a un determinado taxén (grupo
de organismos relacionados entre si). Esto puede hacerse a
nivel de especie, género, familia, clase, etc. De esta forma,
aun sin haber realizado ningtn tipo de estudio adicional,
podriamos identificar de manera preliminar la especie a
partir de la cual logramos amplificar (o secuenciar) dicha
secuencia. A esto se le denomina “identificacién molecular”.
También podriamos identificar, en los microorganismos
que hayamos podido aislar a partir muestras de nuestros
pacientes, genes relacionados con la manifestacién de rasgos
de virulencia, o con la resistencia a determinados agentes
antimicrobianos (lo que habfamos incluido en la categorfa
de “epidemiologia molecular” en el articulo anterior).
Por supuesto, la estrategia de andlisis seria la misma que
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Fig. 4. Método de secuenciacién automatizada de ADN segiin el método de Sanger. El método, muy similar al anterior en lo que se
refiere a la sintesis de fragmentos de ADN a partir de cebadores especificos, incluye un dltimo paso de separacion de los mismos mediante
electroforesis capilar (una variante de la técnica cldsica). El secuenciador registra de manera automadtica el paso de los diferentes fragmentos
(marcados esta vez con fluorescencia y no con radioactividad) mediante un rayo ldser que incide sobre una fotocelda. La informacién se
reistra en una computadora bajo la forma de picos de absorcion (absorbancia) que son traducidos en secuencias de nucledtidos. (Tomado

de: Estevezj - Obra propia, CC BY-SA 3.0)

describimos mas arriba.

Pero incluso podemos ir mds lejos, pues haciendo
uso de otra serie de algoritmos publicos y gratuitos (como
MEGA 6,” por ejemplo) es posible establecer la filogenia
—esto es, las relaciones evolutivas entre los seres vivos- de
los microorganismos que hayamos podido aislar a partir
de los tejidos de nuestros pacientes. Si bien es cierto que
la taxonomia y filogenia moleculares no son suficientes
como para establecer con total seguridad la identidad de un
determinado microorganismo, son extremadamente ttiles en
el proceso de lograrlo. Esto es fundamental, por ejemplo,
en el caso de estudios poblacionales, en los que no es tan
relevante conocer las particularidades de cada individuo o
de cada cepa microbiana, como las caracteristicas comunes
de las poblaciones de microorganismos que circulan en una
determinada comunidad.

6 SECUENCIACION MASIVA EN PARALELO: ME-
TAGENOMICA Y DNA METABARCODING

Mediante el empleo de la técnica de secuenciacién de
Sanger, automatizada y mejorada, logramos grandes avances
en el estudio de genes y genomas. No obstante, los costos
inherentes a la secuenciacion de moléculas de ADN seguian
siendo muy elevados, atin a principios del siglo XXI. De
forma tal que pretender secuenciar muchos fragmentos
era una meta que estaba al alcance de pocos laboratorios
en el mundo. Esto significaba, ademds, que secuenciar
genomas completos o estudiar comunidades complejas de
microorganismos, formadas por cientos de especies, era no
solamente un reto desde el punto de vista experimental, sino
sobre todo una utopia financiera. Esto cambi6 radicalmente
hacia el afio 2005, con el desarrollo de lo que se denomind
las Técnicas de Secuenciacion de Préxima Generacién (Next
Generation Sequencing Techniques, o simplemente NGS).

Explicar el fundamento de estas técnicas va mucho mas
alla del objeto del presente articulo. No obstante, conviene
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destacar algunos detalles importantes:

— En primer lugar, se trata de técnicas de secuenciacién
“masiva” o “en paralelo”, en las que simultdneamente
se pueden secuenciar millones de fragmentos de ADN,
los cuales han sido amplificados previamente mediante
variantes de la técnica de PCR;

— Por otro lado, al incorporar secuencias de pocos nu-
cledtidos al extremo de los fragmentos amplificados
(lo que se denomina ‘“cédigo de barras” molecular o
metabarcoding) es posible distinguir entre grupos de
secuencias provenientes de distintas muestras, aunque
se secuencien simultdnea y masivamente (por ejemplo,
secuencias provenientes de distintos pacientes, distintos
ambientes, distintos tratamientos, etc);

— Mas adn, el tiempo de obtencién de resultados es muy
corto pues, al secuenciarse en paralelo, se obtienen
grandes cantidades de datos (secuencias) en muy poco
tiempo (horas); dependiendo de la plataforma empleada,
se pueden generar 4 millones de secuencias en 18 horas
0 400 millones en 30 horas;

— Finalmente, el costo de secuenciacion se ha reduci-
do en forma exponencial, de forma que lo que en
2001 costaba secuenciar 1 millén de nucleétidos (aprox.
8,000U S D), hoy en dia cuesta 800,000 veces menos
(aprox. 0,02U SD) (Figura 5).'°
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Fig. 5. Costo de secuenciacion de un genoma humano completo
a lo largo de las dos ultimas décadas. Se grafica el costo (en
miles de dolares) versus los afios transcurridos desde 2001 (afio
en el que se reporté por primera vez la secuencia completa de
un genoma humano) hasta el momento actual. La variacién de la
pendiente de la curva (linea azul) que se observa a partir del afio
2007 es consecuencia directa de la introduccién en el mercado de
las plataformas de secuenciacion de proxima generacién (NGS). En
la actualidad, algunas compafifas ofrecen secuenciar el genoma de
una persona por menos de 700 USD. (Tomado de:Original de Ben
Moore, reformateado en Gnuplot por GrendellKhan)

El desarrollo de estas nuevas tecnologias (se trata de
distintas plataformas, cada una con particularidades que
varfan sustancialmente) ha permitido impulsar al maximo

una nueva disciplina cientifica: la metagendmica. Se trata
del estudio (a través de su secuenciacion) del metagenoma,
es decir, del conjunto que resulta al combinar todos los
genomas pertenecientes a la totalidad de especies diferentes
que colonizan un determinado ambiente.

Pongamos, por ejemplo, la cavidad oral. Hoy en dia
sabemos que entre 700 y 1000 especies son capaces de
residir en ella.!! Sin embargo, casi un tercio de estas especies
no se pueden cultivar ni estudiar en detalle, y solo han
sido identificadas mediante métodos moleculares (razén
por la cual son llamadas filotipos y no especies).'> ;Cémo
hacer en caso de querer estudiar los cambios que sufre
dicha comunidad a consecuencia de una enfermedad, o de un
cambio de habitos alimenticios, o0 como consecuencia del uso
de una nueva estrategia de higiene oral...? ;Como incluir a
muchos sujetos en estudios de este tipo? ;Como comparar la
comunidad de microorganismos que caracterizan a un grupo
étnico con la de otros grupos? Para todas estas preguntas la
respuesta actual es la secuenciacién masiva de marcadores
moleculares (también denominada “censo taxonémico’).

En la actualidad todas estas técnicas estdn al alcance de
quienes deseen aventurarse en el estudio de las comunidades
microbianas que colonizan la cavidad oral de los individuos.
Basicamente se requiere de un laboratorio que cuente con
el equipamiento necesario para llevar a cabo la extraccién
y purificacién de ADN a partir de muestras de cavidad oral
(generalmente realizado mediante el uso de kits comerciales,
estandarizados y optimizados), la amplificacién por PCR de
marcadores universales (de tipo ADNr 16S, si nos interesan
las bacterias, y/o de la region ITS, en el caso de comunidades
de hongos), y la electroforesis en geles de agarosa (para
verificar el estado y la cantidad del material amplificado).

Al igual que sucede en el caso de la secuenciacion
automatizada, son muchas las empresas que ofrecen el
servicio de secuenciaciéon masiva a costos muy accesibles.
La posibilidad de contratar este tipo de servicios garantiza,
ademads, que no se incurrird en gastos adicionales (personal
técnico especializado, mantenimiento de equipos, controles
periddicos de calidad, vencimiento de reactivos, etc) y que
se podrd cambiar rdpidamente de tecnologia en caso de que
la que se encuentra vigente en un determinado momento sea
superada por otra menos costosa, mas rapida y eficiente (lo
cual ocurre cada 2 — 3 afios aproximadamente).'? Después
de todo, lo que nos interesa como investigadores es analizar
e interpretar adecuadamente la informacién generada a
partir del empleo de estas técnicas, todas ellas altamente
automatizadas.
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