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RESUMEN

La transcriptomica es la caracterizacion y cuantificacion del conjunto de
todos los transcritos, codificantes y no codificantes, que se expresan en una
célula en un momento determinado. Su importancia estriba en que podemos
analizar todos los transcritos de manera integral, a la par de que hace posible
comparar patrones de expresion entre diferentes poblaciones celulares,
estados de desarrollo o respuesta a diferentes tratamientos. En este trabajo se
revisan las principales estrategias utilizadas para explorar y comparar perfiles
transcripcionales, desde mediados de la década de 1980 hasta la fecha,
haciendo hincapié¢ en las técnicas mas utilizadas en la actualidad: los
microarreglos y la secuenciacion de RNA de nueva generacion (RNA-Seq).
Actualmente, los microarreglos se han empleado con mayor frecuencia
debido a su costo menor y a la relativa facilidad para procesar la informacion;
sin embargo, la RNA-Seq tiene una mayor capacidad para identificar genes
no caracterizados o de muy baja expresion. Ademas, con base en nuestra
experiencia desarrollada al comparar transcriptomas de células troncales o
precursoras de la superficie ocular y de linajes diferenciados de diferentes
especies y mediante diferentes metodologias, discutimos las dificultades que
puede enfrentar un usuario al realizar una transcriptomica comparativa, lo que
podra dar al lector mejores herramientas para llevarla a cabo.
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ABSTRACT

Transcriptomics is the characterization and quantification of all the tran-
scripts, coding and non-coding, expressed in a cell at a given time. Its im-
portance is based on the fact that it enables us to compare the expression
patterns between different cell populations, developmental stages, or re-
sponse to different treatments. This paper reviews the major strategies used
to explore and compare transcriptional profiles from the mid-1980s to the
present, emphasizing the most commonly used techniques today: microarrays
and RNA-Seq. Currently, microarrays have been used with more frequency
due to their lower cost and the relative ease of information processing;
however, RNA-Seq has a greater ability to identify genes that show very low
expression. As a matter of fact, it is considered that both strategies are com-
plementary. Finally, based on our experience when comparing transcriptomes
of stem cells or precursors from the ocular surface obtained from different
species and through different methodologies, we discuss the difficulties that
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a user may find when carrying out comparative transcriptomics.

Introduccion

La transcriptdmica o el andlisis de los transcrip-
tomas completos, involucra a un conjunto de tecno-
logias orientadas a estudiar la suma de todos los
transcritos que se expresan en una célula o tejido en
un momento determinado. En otras palabras, es el
andlisis y caracterizacion de todas las moléculas de
RNA, tanto codificantes como no codificantes, con-
tenidas en una poblacion celular o bien en una sola
célula.

La idea de identificar a todos los RNAs contenidos
en una célula, se basa en la necesidad de conocer y
comparar los patrones de expresion entre pobla-
ciones que 1) responden a estimulos especificos, ii)
se encuentran en diferentes etapas de desarrollo, o
bien, ii1) sufren alteraciones ante diversos estimulos.
En cualquier caso, el proposito final consiste en
entender los cambios que conllevan a la expresion
de funciones, de fenotipos especializados, o de
enfermedades desde una perspectiva global e
integrativa.

Aunque los primeros intentos de estudiar trans-
criptomas completos se hicieron al inicio de los afios
90’s, los antecedentes directos a este abordaje se
encuentran en experimentos de la década previa. En
estas estrategias pioneras se buscaba distinguir a los
genes que se expresan diferencialmente entre dos o
mas poblaciones celulares mediante una técnica co-
nocida como hibridacion sustractiva. Esta metodo-
logia consiste en la construccion de bibliotecas de
cDNA a partir de cada una de las poblaciones celu-
lares que se desean comparar, y posteriormente hi-
bridarlas entre si o contra RNA total aislado de cada
una de las poblaciones estudiadas, para eliminar
secuencias comunes compartidas (normalmente

aquellas que codifican proteinas constitutivas o de
“housekeeping”); y posteriormente, seleccionar po-
sitivamente a los mensajeros caracteristicos de cada
poblacion. Este abordaje permiti6 el aislamiento y
caracterizacion de algunos genes de importancia
bioldgica como el factor de transcripcion MyoD que
dirige el programa de diferenciacion del musculo
esquelético (1) o de genes que codifican proteinas
con actividad antifiingica (2).

Otra metodologia que se desarrollé con el mismo
proposito fue la hibridacion sustractiva-supresiva
(SSH por sus siglas en inglés) basada en la reaccion
de la polimerasa en cadena (PCR) (3). Esta técnica
consiste en la hibridacion del cDNA aislado de dos
poblaciones celulares (un control y una muestra ex-
perimental) para eliminar los elementos comunes
(hibridacion supresiva), y de manera subsecuente,
los elementos no eliminados en esta fase son ampli-
ficados mediante PCR para finalmente obtener los
cDNA que se expresan de manera diferencial en la
poblacidn experimental (4).

Otro de los intentos para determinar el contenido de
genes que se expresan en un organismo consistio en
el uso de la secuenciacion de bajo rendimiento basa-
da en el método de Sanger para producir “Expressed
Sequence Tags” (EST por sus siglas en inglés). Esta
estrategia, empleada durante la década de 1990 fue
un abordaje eficiente para generar transcritos de 200
a 500 nucleotidos de longitud, complementarios a
los diferentes mRNAs representados en una biblio-
teca de expresion (5). Aunque per se, esta meto-
dologia no constituye un abordaje de tipo trans-
criptomico, fue extremadamente util en la busqueda
e identificacion de transcritos y de los genes corres-
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pondientes, asi como para la determinacion de sus
secuencias que fueron utilizadas para constituir las
primeras bases de datos transcriptomicos.

A pesar de la existencia de estos abordajes, el pro-
cedimiento mas utilizado en la década de 1990 para
comparar perfiles de expresion entre células euca-
rioticas fue el Differential Display también cono-
cido como Differential display-PCR (DDPCR) o
DDRTPCR (6). En este procedimiento, el mRNA se
retro-transcribe para obtener cDNA, que a su vez se
amplifica por PCR utilizando un juego de oligo-
nucleotidos “anclados” al extremo de poli-A de los
mRNAs (el anclado se logra porque los oligonu-
cledtidos contienen una secuencia corta de desoxi-
timidinas que hibridan con la secuencia de poli-A
del mRNA), y un juego de oligonucledtidos arbi-
trarios o aleatorios (para la amplificacion del
cDNA) (6, 7). Posteriormente, los numerosos pro-
ductos de PCR obtenidos en esta fase se visualizan
por electroforesis en gel y pueden identificarse
mediante metodologias como el Southern blot, para
detectar los amplicones que se expresan diferen-
cialmente entre las poblaciones comparadas (6, 7).
Entre las proteinas identificadas mediante esta téc-
nica estan la proteina ribosomal S19 de humanos
que es reconocida como un marcador universal de
tejidos que crecen rapidamente (8) o algunos mar-
cadores de enfermedades cardiovasculares (7).

El desarrollo del DDPCR y la SSH fue simultaneo
al disefio de otras tecnologias desarrolladas para
descubrir genes cuya expresion es diferencial. Entre
¢stas, se puede mencionar la técnica conocida como
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), que
consiste en el aislamiento de secuencias nucleo-
tidicas cortas (de 9 a 10 pares de bases, llamadas
SAGE tags) correspondientes a los genes expresa-
dos en una poblacion celular. Estas secuencias se
concatenan serialmente para secuenciarse en un solo
evento y se comparan con las bases de datos del
GenBank o de otros repositorios, lo que facilita el
analisis rdpido y detallado de miles de transcritos
9).

Estas estrategias condujeron al uso generalizado de
los transcriptomas para el analisis global de la ex-
presion genética. No obstante, la aplicacion de estas
primeras técnicas quedd rapidamente en desuso
debido a su poca sensibilidad o a las dificultades
asociadas a su ejecucion. Como ejemplos de téc-
nicas sujetas a esta problemadtica se tienen la hibri-
dacion sustractiva y el DDPCR. Debido a su baja
sensibilidad, la primera se caracterizd por permitir
unicamente la identificacion de genes cuya expre-
sion es abundante. La segunda tenia el gran incon-
veniente de generar falsos positivos con alta
frecuencia (7).

Microarreglos de DNA

Aun asi, gracias al progreso tecnologico la gene-
racion de perfiles transcripcionales evoluciond rapi-
damente. Uno de los primeros procedimientos que
permiti6 la deteccion simultanea de miles de genes
fue el arreglo bidimensional de colecciones pre-
determinadas de fragmentos de DNA unidos a una
superficie solida: los microarreglos o chips de DNA
(10). La técnica se basa en el uso de cDNA (arreglos
de ¢cDNA) o de oligonucleo6tidos adheridos a la
matriz sélida (arreglos de oligonucledtidos) que
funcionan como sondas especificas para hibridar
con el mRNA de la poblacion celular o tejido que se
analiza y comparar con un tejido o muestra control.
La hibridacion entre los fragmentos del micro-
arreglo y los acidos nucleicos contenidos en la
muestra se detecta por la excitacion de fluordforos
distintos que marcan a cada una de las muestras y al
control. En cualquiera de los ensayos, la relacion
entre la intensidad de excitacion entre el fluoréforo
del RNA control y el fluoréforo que marca al RNA
de la muestra experimental, indica el nivel de
expresion del gene (11) (Fig. 1). Esta metodologia
se uso por primera vez en 1995 para comparar los
patrones de expresion entre plantas transgénicas y
silvestres del género Arabidopsis, utilizando mi-
croarreglos compuestos por 45 genes de esta especie
(12). Actualmente, los microarreglos permiten de-
tectar de 10,000 a 40,000 genes diferentes, mediante
el uso de fragmentos de DNA de 30pb a 2 kb (sondas
0 “probes”) dispuestos de manera ordenada en co-
lumnas y filas. Por mucho tiempo, los microarreglos
fueron las principales herramientas para el anélisis
y la comparacion de los cambios en la expresion
genética ya sea ocasionados por la interaccion entre
poblaciones celulares, asociados al desarrollo em-
brionario (13, 14), o bien para estudiar los perfiles
transcripcionales en ecologia microbiana (15).

En la actualidad, la tecnologia de microarreglos de
DNA permite estudiar variantes generadas por
splicing, polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP), asi como también los patrones de metilacion
del DNA. Sin embargo, estas nuevas matrices solo
estan disponibles para unas pocas especies como el
raton, la rata, y el humano (16).

Aunque los microarreglos de DNA pueden em-
plearse para estudiar la respuesta transcripcional a
cambios genéticos y ambientales, la tecnologia tiene
varias limitaciones, entre las que destacan:

1) Su falta de linealidad y proporcionalidad cuando
las concentraciones utilizadas de mRNA/cDNA son
altas, hecho que los convierte en un método fun-
damentalmente semicuantitativo.
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Figura 1. Representacion esquematica del analisis de la expresion génica diferencial mediante microarreglos. El
analisis del transcriptoma de una poblacién celular o de un tejido requiere 1) la extraccién del RNA, 2) la trans-
cripcién reversa para generar cDNA y su posterior 3) marcaje con fluoréforos (tanto del control como de la muestra
experimental) y 4) su hibridacién contra el microarreglo que contiene secuencias conocidas, para la posterior 5)

cuantificacion mediante herramientas bioinformaticas.

2) Puesto que los microarreglos implican la hibri-
dacidn entre secuencias, la metodologia es suscep-
tible de generar falsos positivos y/o negativos.

3) Lahibridacion inespecifica limita la precision de
las mediciones, particularmente si se desea detectar
transcritos con baja abundancia.

4) Debido a su naturaleza especifica, el disefio del
microarreglo requiere que el genoma del organismo

del que se derivan las muestras a estudiar esté carac-
terizado o anotado. Si la anotacién del genoma es
incorrecta o incompleta, los resultados pueden afec-
tarse o malinterpretarse, y por lo mismo no permite
la identificacion de transcritos cuya secuencia no
esté anotada.

5) Considerando que las sondas que componen al
microarreglo difieren en sus propiedades de hibrida-
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cion, se puede decir que la técnica estd limitada a
ensayos en los que se examina la expresion de las
secuencias para las que el microarreglo se diseno.
En otras palabras, una limitante es la disponibilidad
en el chip de sondas para detectar genes conocidos.

6) Los transcriptomas resultantes del analisis no
consideran eventos postranscripcionales que condu-
cen a la expresion de variantes.

Métodos de secuenciacion masiva de nueva
generacion

Las estrategias para caracterizar un perfil trans-
cripcional utilizaron a los microarreglos como una
de las herramientas esenciales en el estudio de casi
cualquier problema bioldgico, incluyendo la identi-
ficacion de genes que se expresan diferencialmente
durante un proceso de desarrollo, entre tejidos sanos
y aquellos con diversas patologias, o asociados con
la respuesta a tratamientos farmacoldgicos, asi como
para efectuar diagndstico a nivel clinico (17-20).
Esta preferencia se debe a la relacion costo-
beneficio de su uso, pues considerando su resolu-
cion, la cantidad de muestra y el tiempo necesarios
para ejecutarlos, y la facilidad del andlisis de los
resultados, se trata de una metodologia asequible
para la mayor parte de los laboratorios.

No obstante, las tecnologias de secuenciacion de
nueva generacion (Next Generation Sequencing,
NGS) se han extendido a casi todas las areas de
investigacion debido a su capacidad de analisis ma-
sivo y, porque a diferencia de los microarreglos, no
necesariamente requieren del conocimiento previo
de un genoma de referencia (21). Estas metodolo-
gias permiten la secuenciacion en poco tiempo de
millones de secuencias, de miles de genes, o aun de
un genoma completo. En general los procesos de
NGS implican una serie de pasos fundamentales
necesarios para obtener resultados:

1) una vez aislados los acidos nucleicos (en el caso
de transcriptoma, RNA total), es indispensable eli-
minar los RNA ribosomales para, posteriormente,
fragmentar al RN A en muchos segmentos cortos con
una longitud que oscila entre 100 y 300 nucledtidos.

1) Posteriormente, se genera una biblioteca de
cDNA. Para ello, los fragmentos de RNA se con-
vierten en cDNA a los que se les afiaden secuencias
adaptadoras necesarias para el proceso de secuen-
ciacion.

ii1) Subsecuentemente, la biblioteca se somete a
secuenciacion masiva paralela, en cualquiera de las
plataformas existentes (Roche 454, Illumina GA,
ABI Solid, Ion Torrent, entre otras) (22, 23). Cabe
seflalar que existen dos diferentes estrategias
basicas de secuenciacion masiva: secuenciacion por

un solo extremo (Single-read sequencing, SE) y
secuenciacion por ambos extremos (Pazred—end
sequencing, PE). La primera es la manera mas
simple e implica la secuenciacion de los fragmentos
de DNA por un solo extremo; en la segunda, los
fragmentos se secuencian por ambos extremos y
debido a ello, tiene la ventaja de generar secuencias
alineables de alta calidad (Fig. 2), permite estimar el
tamafio del fragmento original y situarlo con mayor
precision en el genoma mejorando asi la cobertura
de las zonas de interés. Asimismo, resulta util para
la deteccion de eventos estructurales.

iv) Posteriormente, se evaltian tanto el rendimiento
como la calidad de los datos obtenidos del proceso
de secuenciacion, utilizando la herramienta FastQC
que permite el establecimiento de la métrica, de los
limites, y la generacion de gréaficos para este analisis
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/project
s/fastgc/). Este primer andlisis genera un archivo
FASTQ que contiene tanto las secuencias biologicas
(secuencias nucleotidicas) como su nivel de calidad.

v) Todo el analisis subsecuente de los resultados se
realiza in silico. En primer término, se efectiia la
“limpieza” de la biblioteca de expresion obtenida;
para ello, las secuencias de los fragmentos se
procesan eliminando los adaptadores.

vi) En siguiente término, las secuencias se alinean
respecto a un genoma de referencia (que puede
corresponder, incluso, al de una especie diferente)
mediante las herramientas de alineamiento dispo-
nibles para la comunidad, se generan Mapas de
Alineamiento Binario (archivos BAM, Binary
Alignment Map) y se obtienen los resultados finales
que corresponden a las secuencias completas de los
RNAs provenientes de la poblacion de interés. Los
resultados de la secuenciacion se procesan para
normalizarlos, considerando la abundancia de trans-
critos y evitando el conteo repetido de secuencias
correspondientes a un mismo fragmento (Fig. 3).

Finalmente, se determinan los niveles de expresion.
La manera de hacerlo depende del método de
normalizacion utilizado. Cuando la secuenciacion
se lleva a cabo por un extremo (SE-sequencing) el
nivel de expresion se cuantifica en RPKM (reads
per kilobase per million mapped reads), consistente
en determinar el nimero de lecturas (reads) por
millon con relacion a la longitud del gene y es una
forma adecuada para comparar los niveles de
expresion dentro de una sola muestra. Alterna-
tivamente, en el caso de la secuenciacién por ambos
extremos (PE-sequencing), la normalizacion se
efectua mediante el método FPKM (Fragments per
kilobase per million mapped fragments), basado en
la longitud del gen y el nimero total de lecturas ma-
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peadas. Por ultimo, otro método utilizado para el
PE-sequencing consiste en cuantificar la expresion
génica en la cantidad de transcritos por millon
(TPM) y se utiliza para comparar muestras dife-
rentes.

Es importante sefialar que para llevar a cabo el
analisis de transcriptomas es esencial considerar la
cobertura o profundidad del proceso de secuen-
ciacion. En este caso, la profundidad o cobertura de
secuencia se refiere al nimero promedio de lecturas

Figura 2. Esquematizacion de las dos posibles estrategias de secuenciacién masiva. (A) Secuenciacion por un solo
extremo (Single-read sequencing, SE) y (B) secuenciacidon por ambos extremos (Paired-end sequencing, PE).

que se alinean a secuencias conocidas. El objetivo
de considerar este parametro es el de tener el mayor
numero de lecturas unicas de cada region de una
secuencia. En general se considera que para tener un
transcriptoma confiable (o preciso), el nimero de
lecturas de un transcriptoma oscila entre 20 y 50
millones. Esto disminuye significativamente los
errores de secuenciacion y permite detectar poli-
morfismos de un solo nucleétido.

De manera adicional, una vez que el investigador ha
obtenido el transcriptoma de las muestras de interés,
mediante el uso de herramientas informaticas puede
proceder a realizar el estudio comparativo entre
éstas, pudiendo analizar la expresion génica dife-
rencial (DEGs, differentially expressed genes), asi
como identificar los procesos metabodlicos, com-
ponentes celulares y funciones con herramientas
como Gene Ontology (GO), IPA (Ingenuity Pathway
Analysis) o WGCNA (Weighted Gene Co-expres-
sion Network Analysis). Estas herramientas, en
conjunto, nos permiten explorar, caracterizar, dar
seguimiento, y verificar los mecanismos molecu-

lares subyacentes a procesos especificos como el
desarrollo, la diferenciacion celular o mecanismos
que subyacen en enfermedades como el Alzheimer
o el cancer.

RNA-Seq. La obtencion de transcriptomas median-
te secuenciacion masiva o RNA-Seq es una meto-
dologia que permite la caracterizacion y cuantifi-
cacion de transcritos sin que se requiera que el
experimentador conozca un genoma en particular.
La RNA-Seq permite al investigador buscar tanto
variantes transcripcionales derivadas de splicing
alternativo como detectar modificaciones postra-
duccionales, mutaciones, polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP), o cambios en la expresion gené-
tica entre diferentes poblaciones, estados de desa-
rrollo, etc. (24). De manera importante, cuando la
RNA-Seq se lleva a cabo con la cobertura o pro-
fundidad adecuada, permite la deteccion tanto de los
transcritos producidos en proporciones muy bajas,
como de aquellos que se expresan con niveles muy
altos. Es indispensable sefialar que el numero de
lecturas (o reads) requerido para detectar transcritos
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poco abundantes oscila entre 100 y 200 millones de  ventajas que confiere para examinar a detalle la ex-
reads. Actualmente, la RNA-Seq se ha convertido en  presion genética, ademds de que se trata de una
la opcidn preferida para obtener un perfil transcrip-  herramienta caracterizada por su alta eficiencia y
cripcional en lugar de los microarreglos dadas las  precision.

Figura 3. Esquema general que representa los pasos fundamentales necesarios para obtener resultados en la
secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing, NGS). El proceso se inicia con 1) la purificacion
del RNA Yy la subsecuente eliminacion de los RNA ribosomales. 2) Posteriormente se fragmenta el RNA en segmentos
cortos de 100 a 300 nucledtidos de longitud y se afiaden lo adaptadores, cuya funcidn es facilitar las reacciones de
amplificacion y secuenciacién. 3) Secuenciacién y 4) obtencién de los resultados crudos en formato *.bcl, 5) seguida
por la remocion de los adaptadores y 6) la obtencién de un archivo FastQ que contiene las secuencias bioldgicas y
es esencial para evaluar la calidad de las secuencias. El subsecuente anélisis in silico permite 7) el alineamiento para
tener un archivo BAM que permite 8) la identificacién de niveles de expresién e identificacion de variantes y final-
mente un archivo VCF que se utiliza en toda la interpretacién bioldgica.
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scRNA-Seq y snRNA-Seq. Variantes mas recientes
de este enfoque son la RNA-Seq de una sola célula
(scRNA-Seq) y la RNA-Seq de un solo nucleo
(snRNA-Seq). Mientras la RNA-Seq considera que
las células de un mismo tejido son homogéneas, las
tecnologias de una célula o nticleo unico (25, 26)
consideran la heterogeneidad de la expresion entre
células y permiten identificar subpoblaciones dentro
de una muestra de tejido, y mas aun, poblaciones
muy raras o poco frecuentes. Esta caracteristica ha
permitido identificar relaciones entre linajes celu-
lares durante etapas tempranas del desarrollo em-
brionario (27). No obstante, la scCRNA-Seq esta
limitada por factores como la baja cantidad de
material inicial, que tiene como consecuencia una
mayor variabilidad de los datos obtenidos debido a
la abundancia predominante de los mensajeros con
mayor expresion, y la baja eficiencia para capturar
mensajeros cuya expresion es baja (28). De manera
adicional, dado que este tipo de analisis implica la
disociacion del tejido en sus componentes celulares,
el dafio causado por las enzimas utilizadas para la
disgregacion tisular puede afectar a un gran nlimero
de células, alterando la calidad de los acidos
nucleicos extraidos. Ademas, los tratamientos em-
pleados durante la disgregacion de las células
pueden inducir cambios en la expresion genética
ocasionados por la respuesta tisular al estrés.

Entre los diferentes intentos experimentales para
evitar los inconvenientes asociados a la sScRNA-Seq,
algunos autores probaron aplicar métodos previa-
mente utilizados para disociar tejidos dificiles de
disgregar. Estas variantes metodologicas consis-
tieron en el aislamiento de los nticleos celulares para
su posterior extraccion, aislamiento de los &cidos
nucleicos y secuenciacion. Esta estrategia permitio
generar la secuenciacion de nticleos aislados (single
nucleus RNA-Seq, snRNA-Seq) usando una reso-
lucion equivalente a la empleada en la scRNA-Seq
(29, 30).

En particular, la snRNA-Seq se ha convertido en una
alternativa atractiva al scRNA-Seq debido a que
disminuye el sesgo asociado a la abundancia de los
subtipos celulares predominantes en una poblacion.
Una de sus ventajas es conferida por la posibilidad
de analizar patrones de expresion genética en mues-
tras procesadas mediante técnicas histologicas tra-
dicionales, como la fijacion con formalina y la
inclusion en parafina (31). De manera adicional, es
menos susceptible de alteraciones asociadas a
perturbaciones en la expresion genética ocasionadas
por la separacion de las células durante la colecta de
la muestra (32).

Microarreglos vs. scRNA-Seq y snRNA-Seq

Actualmente, el analisis del perfil transcripcional se
basa en el uso de los microarreglos y de las tec-
nologias de secuenciacion masiva (principalmente
RNA-Seq). De éstas, los microarreglos se hicieron
populares y son los mas utilizados debido a la
relacion costo/beneficio y a la facilidad del analisis
de sus resultados. A pesar de estas ventajas, los
microarreglos adolecen de la disponibilidad de
sondas para genes aun no caracterizados, y de la
profundidad o sensibilidad que se alcanza con la
RNA-Seq.

En contraste, los métodos de secuenciacion masiva
permiten detectar nuevos transcritos, y no generan
falsos positivos asociados la hibridacion errénea o
parcial observada con los microarreglos. Sin em-
bargo, la RNA-Seq también presenta desventajas
como las ocasionadas por el uso de muestras de
RNA de mala calidad. De manera adicional, el
analisis de los resultados obtenidos es arduo y
consume mucho tiempo, ya que es necesario eli-
minar las secuencias sobrerrepresentadas o de baja
calidad, y remover las secuencias adaptadoras ana-
didas para llevar a cabo la secuenciacion. Mas aun,
diferentes autores consideran que el analisis de los
resultados de los estudios de RNA-Seq tiene limi-
taciones, a pesar de las numerosas herramientas
informaticas creadas para efectuar el ensamblaje y
alineamiento de secuencias, la cuantificacion de la
expresion genética, el analisis de expresion dife-
rencial, y el andlisis de rutas reguladoras y grupos
funcionales (33-35).

Considerando lo anterior, el lector puede cuestionar
cudl podria ser la herramienta de eleccion para
realizar el perfil transcripcional de un conjunto de
poblaciones celulares o de un tejido. Para responder
esta pregunta, algunos autores compararon las
cualidades técnicas y el desempefio de ambas
estrategias. Para ello, obtuvieron transcriptomas de
un mismo organismo, 6rgano o tejido utilizando
ambas estrategias de manera simultanea y bajo las
mismas condiciones (36-38). En todos los casos, los
investigadores encontraron que la eficiencia de
deteccion de genes que se expresan diferencial-
mente por ambas plataformas es muy parecida y
correlaciona bien tanto a nivel absoluto como a
nivel relativo, rindiendo resultados similares en un
72-78% de los genes examinados. Sin embargo, el
resto de los genes cuya expresion se identifico, s6lo
se detectd mediante RNA-Seq (36, 38). En este tipo
de comparacion, algunos autores han considerado
que ambas metodologias se complementan; no obs-
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tante, la RNA-Seq tiene la ventaja de tener mayor
sensibilidad, lo que facilita la identificaciéon de una
mayor cantidad de genes cuya expresion es dife-
rencial, asi también, la RNA-Seq tiene la capacidad
de identificar nuevos transcritos y transcritos no
codificantes (36, 38).

Transcriptomica comparativa. Como hemos vis-
to, las plataformas de secuenciacion masiva son
herramientas poderosas que nos capacitan para

analizar transcriptomas de genoma completo, pues
permiten detectar respuestas transcripcionales bajo
diversas condiciones y estimulos. Esto las hace inva-
luables para cuantificar el impacto ambiental sobre
un tejido, o el efecto de las enfermedades. Sin em-
bargo, diferentes factores pueden limitar el meta-
analisis de los estudios de la RNA-Seq, tal es el caso
de las variaciones en el disefio experimental, la
tecnologia de secuenciacion y los métodos esta-
disticos.

Figura 4. Diagrama de Venn que presenta el nimero de genes que se expresan diferencialmente (DEGs), y los
genes comunes encontrados al comparar Unicamente las firmas genéticas caracteristicas de los transcriptomas
de células limbales de raton (40), de rata (41), de cerdo (42) y de células proliferativas de la linea de epitelio
corneal de conejo RCE1(5T5) (43). En el andlisis se compararon de 18,000 a cerca de 29,000 transcritos que
constituyen a estos transcriptomas (39-42), disponibles en el Gene Expression Omnibus (GEO), National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Una vez que se eliminaron los transcritos constitutivos, se definié la firma
genética de cada poblacién celular y considerando como marco los transcritos ya identificados por diversos grupos
como marcadores de células troncales del limbo esclero-corneal, se elaboré el diagrama de Venn. El grafico es un
resultado preliminar. Notese que las células troncales/progenitoras de ratdn, rata y de la linea celular de conejo no
necesariamente expresan genes en comun (recuadro en rojo), y en el caso de la rata, el ratén y el cerdo sélo
encontramos 2 genes en comun (flecha negra). Las flechas azules indican la especie a la que pertenece el epitelio
limbal empleado para obtener los transcritos agrupados en cada uno de los conjuntos del diagrama. El diagrama se
generd empleando la herramienta disponible en linea (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

mecanismos reguladores conservados; en contraste,
las divergencias permiten resaltar el impacto que

La transcriptdmica comparativa es un abordaje que
se hizo mas factible debido a la reduccion de los

costos de la secuenciacion. Esta permite hacer
comparaciones entre especies, y proporciona infor-
macion sobre los mecanismos que impulsan los
cambios fenotipicos. Al hacer comparaciones entre
diferentes especies, las similitudes entre los patro-
nes de transcripcion identificados pueden indicar

tiene la variacidbn genética sobre los niveles de
expresion de genes especificos.

A pesar de estas caracteristicas, el equiparar res-
puestas transcripcionales entre diferentes especies
puede ser un desafio debido que no todos los
genomas disponibles estan anotados por completo,
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como ocurre en el caso del conejo; o bien, la
disponibilidad o accesibilidad de aquellos genomas
completamente secuenciados puede ser variable.
Mas aun, cuando se realiza un anélisis comparativo
entre diferentes especies, estas limitantes hacen
factible que los investigadores encuentren incon-
sistencias entre los genomas de referencia, lo que
origina sesgos en las anotaciones de los genes y en
la identificacion de vias. Otras limitaciones que
dificultan este analisis estan asociadas a las dife-
rencias técnicas entre laboratorios, como pueden ser
la manera en que se procesan los datos y los
parametros de ensamblaje, lo que a su vez puede
afectar la cuantificacion de los patrones de expre-
sion génica.

Como ejemplo, en las siguientes lineas discutimos
el analisis preliminar que realizamos en nuestro
laboratorio para comparar diferentes perfiles trans-
cripcionales obtenidos mediante el uso de diferentes
plataformas y por diferentes grupos de investi-
gacion. En este caso, planteamos como meta en-
contrar moléculas que participan en la regulacion
transcripcional de las células troncales del epitelio
que recubre la cornea de los mamiferos. Para
alcanzar este objetivo, tomamos en cuenta que el
sitio donde se alojan las células troncales de la
superficie corneal es la region anatomica conocida
como limbo esclero-corneal (39). Entonces, com-
paramos los transcriptomas ya publicados de: 1)
células del limbo esclero-corneal del epitelio cor-
neal del ratén obtenido mediante scCRNA-Seq (40);
i1) células de epitelio limbal y corneal de rata
determinado por SAGE (41), y iii) cé€lulas de
epitelio limbal del cerdo que se generd utilizando
microarreglos (42). iv) A este analisis, se sumo el
perfil transcripcional generado por RNA-Seq, de la
linea celular RCE1(5T5) de epitelio corneal de
conejo en fase de crecimiento exponencial (43). En
particular, esta linea celular posee caracteristicas de
expresion genética que la asemejan a las etapas muy
tempranas de la expresion del proceso de diferen-
ciacion de este tejido (43, 44).

Los perfiles transcripcionales analizados tuvieron
variaciones en tamafio asociadas a la metodologia
empleada (microarreglos, RNA-Seq, scRNA-Seq),
a la muestra utilizada como fuente de RNA, o la
especie de origen. De esta manera comparamos la
expresion de 18,000 a cerca de 29,000 transcritos,
eliminando a los transcritos constitutivos, para
obtener las firmas genéticas de cada una de las
poblaciones estudiadas, cuya expresion diferencial
permitiera la identificacion de biomarcadores de
interés. Este abordaje redujo significativamente el
nimero de genes resultantes del andlisis compa-
rativo, y plante6 la posibilidad de encontrar mar-

cadores compartidos entre las distintas poblaciones
estudiadas que pudieran ser considerados como
marcadores especificos de células troncales del
epitelio corneal.

Al hacer esta comparacion, encontramos que existe
poca semejanza entre los transcriptomas de células
limbales de cerdo, rata y raton (40-42) (Fig. 4), a
pesar de que numerosas publicaciones sugieren la
existencia de elementos y mecanismos reguladores
comunes entre las células progenitoras del epitelio
corneal de estas especies. Algunas de estas dife-
rencias también pueden deberse a disparidades entre
las especies de las que se deriva el tejido (45,46), a
diferencias entre etapas del desarrollo (47), a la edad
de los individuos (48-49), a diferencias metodo-
logicas (50) o a la cobertura del proceso de secuen-
ciacion.

Considerando estos factores, es posible explicar
disparidades tan importantes como las encontradas
al comparar perfiles transcripcionales obtenidos por
diferentes grupos de investigaciéon cuando compa-
ramos 5 diferentes perfiles transcripcionales de
células del limbo esclero-corneal de diferentes espe-
cies reportados recientemente, y obtenidos mediante
RNA-Seq, scRNA-Seq y microarreglos. En la Fig.
5, mostramos el comparativo entre mapas de calor
elaborados unicamente con los transcritos cuya
expresion diferencial corresponde a los marcadores
moleculares caracteristicos del caracter troncal re-
portados como posibles reguladores de la dife-
renciacion de células del limbo esclero-corneal y
marcadores del estado terminalmente diferenciado.
En este ejemplo se presenta inicamente la compa-
racion entre los transcriptomas de humano, raton y
cerdo, incluyendo como controles a los perfiles de
células de epitelio corneal de conejo, tanto proli-
ferativas como diferenciadas (Fig. 5).

Como puede observarse, los perfiles comparados
poseen muy pocos marcadores moleculares en
comun, y la presencia de elementos involucrados en
la regulacion de la expresion genética asociada al
caracter troncal, es exigua. Todo esto, a pesar de que
los transcriptomas se obtuvieron de poblaciones
celulares que, tedricamente tienen las mismas carac-
teristicas. El caso extremo lo ejemplifican los per-
files de células troncales del epitelio limbal de raton
y de humano, ambos obtenidos por scRNA-Seq
(Fig. 5), que practicamente difieren en su totalidad.

A partir de los resultados anteriores se hace evidente
que las diferencias encontradas son consecuencia de
algunas particularidades técnicas. Una de éstas es la
dificultad para aislar a las células troncales del
epitelio corneal debido a la carencia de metodo-
logias y marcadores adecuados que permitan selec-
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cionar a esta poblacion celular (51). Hasta ahora, los  moléculas que forman parte de los complejos de
datos provenientes de diferentes laboratorios han adhesion como la integrina a6p4, y de proteinas
ligado el caracter troncal en el epitelio corneal a la  involucradas en las cascadas de sefializaciéon como
expresion de un grupo de factores de transcripcion NOTCHI, entre otros (revisado en 39). No obstante,
entre los que destacan Pax6 y ANp63a, asi como de la evidencia sugiere que en el epitelio limbal coexis-

Figura 5. Mapa de calor elaborado con los genes que se expresan diferencialmente (DEGs) entre las firmas genéticas que
forman parte de los transcriptomas comparados obtenidos de células troncales/progenitoras del limbo esclero-corneal
de humano, ratdn, cerdo. Se ilustran los genes cuya expresién aumenta (verde) o disminuye (rojo) significativamente,
o bien no cambian (negro); véase escala de referencia en el margen superior derecho. Se comparan Unicamente los
genes que se expresan diferencialmente y que forman parte de los perfiles transcripcionales completos obtenidos
para esta regidn de la superficie ocular mediante diferentes estrategias metodoldgicas, en particular: microarreglos
(42,56,57), scRNA-Seq (40,58), y como referencia RNA-Seq de la linea celular RCE1(5T5) (43). Es notable que los
DEGs seleccionados para esta comparacion provienen de células cultivadas (56,57), tejidos en regeneracion (58), y
el tejido normal (40). Asimismo, la ilustracion nos muestra que es factible equiparar entre especies: humano (56-
58), ratdn (40), y cerdo (42). Los niveles de abundancia para los genes que se expresan diferencialmente (DEGs) se
utilizaron para generar el mapa de calor, observado en esta figura, con la herramienta XLSTAT2017 (Addinsoft, Paris,
France 2017). Para esta comparacidn se emplearon los transcriptomas reportados (40,42,43,56-58), y disponibles
en el Gene Expression Omnibus (GEQ), National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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ten las células troncales del epitelio y las células que
se encuentran en etapas muy tempranas del proceso
de diferenciacion, y dado que comparten varios mar-
cadores moleculares, constituyen una poblacion
celular heterogénea (52,53).

También se deben considerar las diferencias téc-
nicas tanto en el aislamiento del material bioldgico
como las diferencias en el procesamiento, analisis y
generacion de resultados. Aunque existen estudios
que sugieren que los resultados obtenidos mediante
microarreglos y métodos de secuenciacion masiva
como el RNA-Seq son complementarios y presentan
una correlacion alta (36-38), esta conclusion se
alcanz¢ partiendo de una misma muestra, sometida
a los mismos métodos, para finalmente ser exa-
minada en las diferentes plataformas de analisis de
expresion (36-38).

Considerando las diferencias observadas, el inves-
tigador debe estar consciente de que las compa-
raciones entre conjuntos de transcriptomas inde-
pendientes alojados en un repositorio publico como
el NCBI Gene Expression Omnibus (GEO), requie-
ren que las bases de datos estén curadas de manera
exhaustiva para poder reutilizar la informacion y
ejecutar el andlisis secundario que permita obtener
conclusiones utiles. Actualmente, este tipo de estu-
dios representa un reto que demanda el uso de
herramientas informaticas y estadisticas que permi-
tan el reprocesado de la informacion para ordenarla
y normalizarla y hacer comparables las diferentes
bases de datos disponibles, eliminando los arte-
factos técnicos existentes entre los transcriptomas
comparados. Esto se aplica tanto a las compa-
raciones entre especies pertenecientes a diferentes
linajes filogenéticos como a los experimentos con
tejidos y tipos celulares de un mismo organismo.

Considerando lo anteriormente expuesto, la trans-
criptomica y la transcriptomica comparativa son
herramientas extremadamente poderosas para iden-
tificar genes que participan en la regulacion de la
expresion genética asociada a programas de desa-
rrollo y procesos de diferenciacion, asi como
posibles blancos terapéuticos y farmacoldgicos, o
bien para establecer relaciones filogenéticas entre
individuos o poblaciones. Entre las diferentes estra-
tegias existentes para el andlisis de los perfiles
transcripcionales, nos hemos enfocado principal-
mente en las plataformas predominantes, tanto
microarreglos como las variaciones mas frecuentes
de secuenciacion masiva (RNA-Seq).

Debo aclarar que existen otros tipos de abordaje,
como los métodos basados en el uso de tags. Tal es
el caso del andlisis de expresion genética cap
(CAGE, Cap Analysis of Gene Expression), que

monitorea con precision a los sitios de iniciacion de
la transcripcion y a los promotores (54); o la
secuenciacion paralela masiva de firmas (Massively
Parallel Signature Sequencing, MPSS) que deter-
mina los niveles de expresion de RNA mensajero al
cuantificar el nimero de copias de cada mRNA
individual (55). Sin embargo, la mayoria de estas
técnicas utilizan como base el método de secuen-
ciacion de Sanger, lo que las hace muy costosas en
relacién con los microarreglos y a las técnicas de
secuenciacion masiva.

En cualquiera de las metodologias planteadas, es
esencial una consideracion cuidadosa de la consis-
tencia metodoldgica y los factores técnicos para
obtener informacién confiable y significativa. Es
importante resumir las principales dificultades a las
que se enfrenta el investigador involucrado en trans-
criptomica comparada:

1) La comparacion de transcriptomas de diferentes
tejidos o especies puede ser limitada como con-
secuencia de la inconsistencia en la anotacion de los
genomas disponibles en las bases de datos.
Diferentes especies pueden tener diferentes niveles
de completitud en la anotacion del genoma.
Mientras los genomas mejor anotados corresponden
(en animales) al humano, rata y ratén, los genomas
de otras especies no estan caracterizados por com-
pleto. Alternativamente, pueden existir varios geno-
mas anotados para una especie, lo que complica las
comparaciones.

2) Variabilidad técnica. El disefio experimental
puede variar en factores como la preparacion de la
muestra, las plataformas de secuenciacion y los
protocolos de procesamiento.

3) Otras variaciones que alteran la confiabilidad de
las comparaciones radican en los métodos de
procesamiento de datos, incluidos el control de
calidad, la alineacion de lectura y la normalizacion.
4) Variabilidad bioldgica. La expresion génica
puede cambiar significativamente entre diferentes
tejidos (expresion tejido-especifica) de un mismo
organismo. Por otra parte, la abundancia relativa de
los tipos celulares en un tejido puede influir en los
perfiles de expresion génica.

5) La divergencia evolutiva puede originar dife-
rencias en los mecanismos que controlan la
expresion genética entre diferentes especies. En este
caso puede existir divergencia en los patrones de
transcripcion.

6) Finalmente, existen diferencias asociadas a la
normalizacion e integracion de los datos empleados
en el analisis comparativo.

Todos estos factores participan en la integracion de
un buen analisis de los perfiles transcripcionales. En
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este sentido, diferentes autores consideran que es
necesario desarrollar mejores herramientas informa-
ticas para mejorar la calidad de las comparaciones.

Conclusion

En el futuro, es indudable que con el abatimiento de
los costos, la RNA-Seq se convertird en el método
de seleccion para la elaboracion de transcriptomas.
Asimismo, el desarrollo y perfeccionamiento de la
metodologia y de las plataformas de analisis permi-

tiran evitar los problemas asociados a las variacio-
nes que hemos citado a lo largo de este trabajo.
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