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Pasantia en biologia computacional y molecular dentro del
grupo de investigacion en Ciencias Basicas, Universidad CES.

Juan Pablo Bardn Vera

Resumen

La biologia computacional es el uso de herramientas informaticas para la solucién de problemas
inherentes a la biologia, esto se debe al actual volumen de datos disponibles y en proceso de
generacién que imposibilita la realizacion manual de los analisis. Haciendo uso de las herramientas
bioinformaticas podemos dar respuesta de forma sencilla y eficiente a las diferentes preguntas
bases dentro de este proyecto, el cual se enmarca dentro de un macro proyecto financiado por
Colciencias que busca la identificacidon de los diferentes agentes zoondticos causantes de sindrome
febril agudo no paludico.

Para lograr una eficiente identificacion de estos agentes es necesario el uso de técnicas moleculares
y bioinformaticas tales como la extraccidn, purificacion, cuantificacidn y la secuenciaciéon de ADN,
para finalmente con los datos generados llenar vacios en el conocimiento sobre la presencia de los
agentes de infecciones zoondéticas en el Uraba antioqueiio y adicionalmente proveer de informacién
a las entidades pertinentes para tomar decisiones de salud publica que afecten de una forma
positiva a las comunidades cercanas a los sitios de muestreo; todo eso como resultado de un
proceso de formacidn por parte del pasante el cual serd entrenado en las diferentes técnicas y
softwares necesarias para la realizacién de este proyecto.

Palabras clave: Bioinformatica, Factores de virulencia, Modelacién de proteinas,
Toxoplasma
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Presentacion

La biologia computacional es el uso de herramientas informdaticas para la solucion de
problemas inherentes a biologia, tales como el andlisis de secuencias, la creaciéon de
cadenas de polipéptidos grandes a partir de secuencias de ADN, el uso de calculos y
estadisticos complejos aplicados a andlisis gendmicos, ademas de la ilustracion de
diferentes objetos como las proteinas; esto debido a que el gran volumen de datos
imposibilita la realizacién manual de los andlisis (1), y genera la necesidad de incursionar en
la creacién de plataformas, aplicaciones y algoritmos que permitan analizar estos datos. Por
esta razén y considerando que la biologia computacional a evolucionado de manera
acelerada desde el proyecto del genoma humano, se evidencia la necesidad de aprender a
usar las herramientas que provee esta area del conocimiento en los diferentes campos de
accién a los que puede enfrentarse un bidlogo, ya sea agricultura, genética, ecologia,
biotecnologia o incluso veterinaria(2). En pro de mejorar el uso de estas habilidades se
planteo un proyecto de pasantia.

El proyecto de pasantia fue realizado en el Grupo de Investigacion en Ciencias Basicas de la
Universidad CES, fue posible gracias a Ronaldo Guillermo Peldez Sdnchez, el cual, realizo las
funciones de tutor, siendo un gran apoyo en todas las labores que debi realizar dentro del
laboratorio, y en los cursos que tomé para adquirir los conocimientos tedricos necesarios
para el buen desarrollo de la pasantia, y a Juliana Martinez Garro, la cual, realizé las
funciones de tutora de enlace, siendo siempre un apoyo incondicional en todos los tramites
necesarios para el desarrollo de los diferentes cursos de investigacién y ademas al grupo de
investigacion en Ciencias Basicas el cual aportd los recursos necesarios para todas las
labores de laboratorio. Este proyecto de pasantia esta enmarcado dentro de un macro
proyecto de Colciencias desarrollado por el grupo de investigacion, el cual busca identificar
agentes zoonoticos en diferentes poblaciones de murciélagos en el Urabd antioqueio, los
cuales podrian afectar a las poblaciones humanas cercanas a los lugares de captura. Si bien,
esta pasantia se inicid el 21 de febrero de 2020, las labores de capacitacién y el
acompafiamiento con miembros del Grupo de Investigacién iniciaron desde 2019-2, esto en
pro de tener mas tiempo para fortalecer habilidades y conocimientos pertinentes del
investigador en el area de la salud. Los dos procesos principales en la pasantia fueron: la
deteccion de organismos generadores de enfermedades zoondticas por medios
moleculares, y la deteccién bioinformatica de factores de virulencia en el género Leptospira.
Con lo anterior, se buscaba fortalecer las diferentes habilidades necesarias de un biélogo
que se dedique a la investigacion en el area de la salud tales como la realizacién de
diferentes técnicas moleculares, la realizacion de informesy reuniones semanales, ademas
de ampliar el conocimiento sobre las enfermedades infecciosas, generando datos que
permitan tomar decisiones oportunas para mejorar la salud de las diferentes comunidades.



Resena de la institucion

La Universidad CES es una entidad autdonoma, de caracter privado no confesional, sin dnimo
de lucro, en busca de la formacidn de profesionales en pregrado y posgrado en todas las
areas del conocimiento, con las mas altas cualidades humanas, éticas y cientificas (3).

Dentro de su estructuracion, la investigacidn constituye una de las funciones dentro del
guehacer universitario, en busca de consolidar una cultura cientifica armodnica vy
concordante con la formacién académica en todas sus dimensiones. Por esta razon, la
conformacion de grupos de investigacion multidisciplinarios, en los cuales, la suma de las
experiencias y trabajo, tanto de docentes y estudiantes, se convierten en el escenario
perfecto para la generacién de ideas de investigacion, la consolidacion de semilleros de
investigacion, la produccion y divulgacion cientifica. Es por esta razén que la Universidad
CES posee un total de 33 grupos avalados por Colciencias, dentro de los cuales, se encuentra
el Grupo de investigacion en ciencias basicas (4).

Este grupo hace parte del drea de conocimiento de ciencias médicas y de la salud, pertenece
a la Facultad de Medicina, y es categorizado como A1l en las clasificaciones de Colciencias.
Esta liderado por la doctora Piedad Matilde Agudelo Florez, y fue conformado en el mes de
enero del afio 2002, en la ciudad de Medellin — Antioquia. El grupo de investigacién posee
varios objetivos generales dentro de su organizacion, entre los cuales estan: Desarrollar
proyectos de investigacion que impulsen el adelanto cientifico de las comunidad
universitaria y el pais, formular proyectos de investigacién que busquen el avance del
conocimiento de las patologias que aquejan las poblaciones desde un punto de vista tanto
fisiopatolégico como epidemioldgico, impulsar trabajos de investigacion en colaboracién
con otras instituciones tanto a nivel nacional como internacional, propiciar la creacién de
nuevas lineas terapéuticas para diferentes patologias e incentivar el pensamiento cientifico
de los estudiantes de pregrado con un enfoque en sus lineas de investigacion, dentro de los
cuales se destacan algunos temas como: Epidemiologia clinica y molecular, gendmica de
agentes infecciosos y biologia computacional (5).

Objetivos

1.1 Objetivo general

Potencializar las diferentes habilidades necesarias para el quehacer de un bidlogo en el
campo laboral con un enfoque bioinformatico y molecular.



1.2 Objetivos especificos

e Aprender a implementar las diferentes herramientas utiles en el desarrollo de las
labores de un bidlogo en el ambiente profesional dentro de un grupo de
investigacion.

e Revisar las técnicas y protocolos necesarios para el desarrollo del trabajo
bioinformatico y en biologia molecular.

e Desarrollar habilidades utiles para las diferentes actividades a las que un bidlogo
debe enfrentarse en la vida laboral en el campo de la biologia molecular y las
ciencias de la salud.

Logros alcanzados

eAsistir y cursar el proyecto curricular de biologia computacional 1 en la Universidad de
Antioquia, con un desempefio sobresaliente.

eRealizar practicas de investigacion en biologia molecular donde se generaron resultados
para la escritura de un articulo de investigacion, en revista Al.

eRealizar multiples MOOCs propuestos con el tutor, en pro de aumentar las habilidades en
biologia computacional y aumentar el entendimiento en estos temas.

e Adquirir y potencializar competencias en el trabajo en equipo, generacién de informes y
ejecucion de labores en el laboratorio.

Dificultades

1.3 Pandemia covid-19

El aflo 2020 ha sido inusual para todos los procesos formativos, debido a los diferentes
aislamientos preventivos impulsados por las entidades gubernamentales, durante los
cuales, nos vimos enfrentados a nuevos retos, en el caso especifico de la Pasantia en
biologia computacional y molecular, dentro del grupo de investigacidn en Ciencias Basicas
de la Universidad CES, nos vimos enfrentados a cambiar los cronogramas y los productos
propuestos, ya que el trabajo en laboratorio se vio interrumpido durante varios meses,
retrasando en gran medida las actividades propuestas.



Resultados
1.4 Deteccidon y modelacion de genes de virulencia por medios

computacionales en el género Leptospira

La realizacion de las modelaciones para las proteinas fue un proceso que requirioé el uso de
diferentes herramientas computacionales. Lo primero, fue descargar los genomas de
referencia para las 67 especies del género Leptospira del Centro Nacional para la
Informacidén Biotecnoldgica o NCBI por sus siglas en inglés. Posteriormente, por medio de
la terminal se unieron todos los genomas en un solo archivo FASTA, el cual, se configurd
para ser el archivo correspondiente a la base de datos de un BLAST local. Una vez finalizada
la base de datos, se procedié a descargar las secuencias de los factores de virulencia
detectados in vivo en Leptospira interrogans y a realizar el BLAST a cada una de las
secuencias, con un limite minimo de 70% de identidad (figl). Posteriormente, con estas
secuencias seleccionadas se realizaron modelaciones por medio del software |-TASSER (6-
8) (fig 2-4), y, adicionalmente, las secuencias fueron pasadas por el software interpro (9)
obteniendo informacion sobre la familia protéica a la que pertenece la secuencia enviada
en el proceso biolégico en el que participa, su funcion molecular y si se encuentran
presentes en algin componente celular. Esto se realizd para cada una de las proteinas que
pasaron el umbral de seleccidn.

De los 37 factores de virulencia que se analizaron, sélo 21 de ellos se encontraron en al
menos una de las 66 especies restantes, con una identidad minima del 70 %, habiendo
especies que tienen mas de una copia de genes especificos en el genoma, como los son
Leptospira noguchii, con el gen de la hemolisina con identidades del 87% y 73%, ademds de
otras especies con genes que poseen identidad del 100%.

1.5 Realizacion de PCRs para deteccion de Trypanosoma en

sangre y corazon

En la busqueda de tripanosomatidos en los diferentes érganos de los murciélagos
pertenecientes a el macroproyecto de Colciencias realizamos la estandarizacién de una
prueba PCR que amplificara el gen 18s de los tripanosomatidos ya que este gen posee
suficiente variabilidad para permitir analisis que nos ayuden a determinar la especie que



infecta a los murciélagos, sin embargo en ninguna de las 204 PCRs realizadas no obtuvimos
ningun amplicon de el tamafo esperado de 700pb.

1.6 Realizacion de PCRs para deteccion de Toxoplasma gondii

en rinones

Con la aparicién de nueva literatura, se enconraron articulos que describen la identificacién
de Toxoplasma gondii en rifiones de murciélagos, aun cuando estos mismos murciélagos
aparecen negativos para infeccion en los érganos como el corazon, similar a la situacion
presentada en nuestros resultados. Por lo cudl, con esta nueva informacion se decidié iniciar
de nuevo la busqueda de toxoplasma en las 192 muestras que previamente habian arrojado
resultados negativos a la amplificacion en ADN extraido de corazén. Con esto, se realizé la
estandarizacion de una PCR nested para el gen B1 presente en toxoplasma, utilizando dos
set de primers que comparten el mismo tm de 58 2C y generan amplicones de 594pb para
el amplicon externo y 530pb para el amplicon interno; hasta la fecha de entrega de este
manuscrito no se han concluido las labores de laboratorio para la escritura de un articulo
con estos resultados, se estima que para la fecha de sustentacion se encuentren finalizados
estos analisis aun asi podemos observar resultados presuntamente positivos(fig5-6).

1.7 Articulo cientifico

Hasta el momento de la entrega de este manuscrito no se tienen los resultados totales de
los diferentes proyectos realizados en esta pasantia por lo cual no se han escrito los
borradores de los dos articulos esperados como resultado de la pasantia, esto debido en
gran medida al retraso que presentamos por el covid 19, se espera poder adjutarlos en la
sustentacion oral de este trabajo el dia 23 de noviembre del 2020.

Conclusiones

El proceso de pasantia es altamente recomendable en la formacidn de un bidlogo, ya que
esta le permite desarrollar habilidades técnicas, ademads de reforzar sus conocimientos
tedricos, todo bajo un ambiente laboral real, y este trae consigo nuevos retos, los cuales
son algo complicados de presentar en un ambiente académico. Adicionalmente, dreas como
la biologia molecular, requieren de un buen manejo en elementos del laboratorio, el
correcto protocolo para el buen funcionamiento de los equipos, las buenas practicas de
bioseguridad o la asepsia, las cuales son fundamentales para asegurar un resultado
confiable y son claves en la hora de los analisis.



Otro aspecto fundamental a la hora de realizar proyectos de investigacion es seguir
constantemente revisando literatura, de esta forma resultados que aparentemente son
negativos pueden volverse a analizar utilizando métodos diferentes que nos arrojen los
resultados esperados, el caso de toxoplasma es un claro ejemplo de la necesidad constante
de la revision de literatura y la necesidad de apoyo entre las diferentes instituciones que se
dedican a realizar ciencia.

Anexos

Figura 1: Genes sobre los cuales se realiza el blast, NE: Numero de especies en el que se

supera el limite de identidad del 70%, Ide Max: Mayor porcentaje de identidad encontrado en el
blast, Ide Min: Menor porcentaje de identidad encontrado en el blast.

Gen MNE Ide Max Ide Min
alas 31 59% T6%
clpA 22 94% T2%
cysT 4 91% 75%
hisD 5 93% T6%
Ip=B =) 92% T6%
pdxH 5 92% 79%
rpoi 14 92% Td%
LipL32 32 98% 75%
MCE B 94% 79%
TonB 4 88% 81%
Sphingomyelinase C1-C2 3 28% 72%
Putative lipoprotein 8 91% 81%
OmplL1 2 94% 91%
LipL71 14 93% T7%
LipL45 10 100% 82%
Hemolysin related protein 2 93% 73%
Heme oxygenase 8 92% 81%
Flagellar motor switch protein FliN 16 5% 79%
Flagellar filament sheath protein 15 1009 74%
Microbial collagenase & 91% 83%
Hemolysin 2 93% 73%

Figura 2,3,4: Modelacién computacional de los factores de virulencia ClpA,Hemo-

oxigenasa y Hemolisina por medio del software |-TASSER
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Figura 4: Estandarizacion de el protocolo para la PCR nested en la deteccidn de

Toxoplasma gondii usando 3 muestras positivas de cultivo
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