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Prólogo 
El material que está a punto de analizar y seguir, fue pensado para permitir que los alumnos del nivel Licenciatura  y las perso-
nas que se están incorporando a la investigación científica en general, puedan tener una guía simple para poder integrarse a la 
corriente actual de la actividad de la investigación. 

En primer lugar, este manual está enfocado a las necesidades de la Genética Molecular Humana. Sin embargo, dada la ge-
neralidad y estructura del texto, puede ser aplicable a otros campos. Las herramientas que se sugieren no son lo más sofisticadas 
que podrían encontrarse disponibles. De hecho, esta simplicidad permite su amplia aplicación y la facilidad de interpretación que 
normalmente requiere un curso introductorio. En cada una de las páginas electrónicas que se utilizan se encuentra material de 
apoyo que permite un uso amigable.

La mayoría de las plataformas utilizadas permite que sean modificadas por lo que si se tienen los conocimientos avanzados, 
permiten llenar los requerimientos de lo que sería el desarrollo de procesos de búsqueda, comparación, análisis y evaluación 
de resultados específicos que requiera un laboratorio de investigación en alguna de las disciplinas “ómicas” que se estén desa-
rrollando. 

Los autores de este manual esperamos que les sea útil y les permita adentrarse en el uso de herramientas que hagan aún 
más atractiva la actividad de investigación que estén desarrollando. 
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Capítulo 1

Búsqueda de literatura especializada
La labor del investigador es una acción continua y que requiere en primera instancia de una documentación adecuada, confiable 
y que permita el avance del campo del conocimiento en el que se desempeña. En la mayoría de los casos, trata de ser vanguar-
dista por lo que es necesario mantener un acervo no sólo de las evidencias experimentales que apoyan los resultados de uno 
u otro grupo de trabajo, sino que abarque la importancia de ambos, evalúe en la medida correcta los aciertos y remarque los 
campos que son necesarios apoyar para dar congruencia a un fenómeno específico. 

Podemos dividir en dos grandes etapas la labor de documentación del investigador a partir del desarrollo de una herramien-
ta brindada por la red de redes informáticas. Era común que un investigador pasara varias horas en la biblioteca de la institución 
a la que pertenecía leyendo o fotocopiando los artículos de las revistas donde comúnmente se publicaban los resultados de su 
campo. Esta costumbre tenía la limitante de la cantidad de revistas a las que estaba suscrita la institución y era más o menos 
solventada por los intercambios bibliotecarios, con la consiguiente ampliación del tiempo que requería para leer un artículo que 
muchas veces cuando llegaba, ya no tenía el impacto de cuando fue requerido. 

Un servicio de alerta se ofreció a través de una compañía denominada Institute for Scientific Information (ISI) que tenía sus 
oficinas generales en Philadelphia, Estados Unidos. El servicio de documentación Current Contents© primeramente por correo 
ordinario y posteriormente apoyados por computadora permitían una actualización relativamente aceptable. De manera general, 
con una sola suscripción se podían atender varios laboratorios de una sola Institución y cada uno de los miembros tenía un 
tiempo y prioridad de revisión especificado para hacer eficiente dentro de lo posible el sistema. 

Con el desarrollo de una función alterna a la que se le denominó “Medline”, se entró en el uso de las comunicaciones vía 
computadora. Este servicio, que originalmente tenía un costo de suscripción permitía mantener búsquedas retrógradas de hasta 
5 años de la literatura publicada en un tema particular o tener un listado semanal de los artículos publicados sobre temas especí-
ficos. Al igual que con Current Contents, el acceso era dependiente de la capacidad económica del laboratorio y la disponibilidad 
de al menos un aparato de fax o acceso a la red institucional que en México a finales de la década de 1980, era restringido 
solamente a la UNAM y CONACyT. 

La fundación del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) como una división específica de la Biblioteca Na-
cional de Medicina (NLM) dependiente de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) utilizando la plataforma y base de datos de 
Medline consolidará la herramienta de búsqueda poderosa que conocemos como PubMed y su central de artículos sin costo 
PubMed Central. Esta base de datos se actualiza cada 24 horas y es alimentada fundamental aunque no exclusivamente por las 
oficinas editoriales de las revistas. 

Objetivo

Mostrar el uso de la base de datos  PubMed en el acopio de literatura especializada.

Desarrollo: 

Acceda a la página principal del NCBI a través de la dirección http://ncbi.nlm.nih.gov

Puede llegar a la página de PubMed ya sea desplegando el menú en la casilla de Búsqueda (SEARCH) o en la liga de Recur-
sos comunes (POPULAR RESOURCES) (Figura 1.1). Si lo hace en la ventana del dialogo, puede incluir inmediatamente la palabra 
clave que identifique su búsqueda. Si lo hace por la liga de Popular resources, una vez que se despliega la página de PubMed 
escriba la palabra clave. 
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Capítulo 1

En ambos casos, puede utilizar diversos tipos de entradas (AUTOR, KEY WORD, JOURNAL) ya que el identificador incorpora-
do tiene esta facilidad. Al presionar el botón SEARCH se despliega la información requerida. La duración de la búsqueda depende 
de la complejidad del campo, la actividad que tenga en ese momento y el volumen de información que se tenga. 

Figura 1.1a. Pantalla de inicio del NCBI. 

Figura 1.1b. Pantalla PubMed.

La búsqueda en PubMed Central brinda un menor número de artículos referidos pero casi siempre disponibles para ser adquiri-
dos inmediatamente sin costo o requerimientos (Figura 1.2). A esta iniciativa se le conoce como OPEN ACCESS y varias revistas 
están haciendo esfuerzos por poner a disposición de la comunidad científica su contenido. Algunas otras permiten el Open Ac-
cess a revistas de sus archivos que fueron publicadas un lapso variable de tiempo atrás; finalmente, algunos autores han pagado 
el costo que representa a los editores para que la información sea catalogada como Open Access, básicamente mediante apoyos 
otorgados por el NIH o el gobierno de Estados Unidos. 
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Figura 1.2a. Resultados simples utilizando la palabra clave “Phytoestrogen*” en las bases PubMed. 

Figura 1.2b. PubMed Central.

En el desarrollo del curso, estaremos interesados en tres tópicos fundamentales: la regulación de la esteroidogénesis en mamífe-
ros, el uso de marcadores moleculares de diabetes y enfermedades asociadas al aparato circulatorio y las pruebas de paternidad.

Para cada uno de estos tópicos será necesaria la documentación de los antecedentes acumulados durante los 10 años pre-
vios. Para llenar este requisito, abra la liga LIMITS y en la ventana de dialogo donde aparece “PUBLICATION DATE” indique 10 
YEARS. Asegúrese de haber introducido la palabra clave en la ventana de diálogo principal (SEARCH). Si es necesario, indique 
los parámetros adicionales. Nuestro interés es con estudios en animales de sexo indistinto, artículos publicados únicamente en 
Inglés, Francés, Alemán, Italiano, Portugués y Español. Indique la búsqueda oprimiendo el botón SEARCH del final de la página 
(Figura 1.3). 
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Figura 1.3a. Ventana de diálogo de búsqueda de avanzada de PubMed. 

Figura 1.3b. PubMed Central. PMC ofrece la opción de delimitar la búsqueda utilizando los criterios que aparecen en esta ventana. 
PubMed lo hace directamente en la ventana de resultados (vea el campo izquierdo de la figura de arriba).

Después que el buscador le entregue los resultados, seleccione sólo aquellos Open Access pulsando la liga FREE FULL TEXT 
que aparece dentro del recuadro REFINE YOUR SEARCH localizado en la porción de herramientas (lado derecho de la pantalla). 

Una vez que se tiene acceso al listado de artículos gratuitos, aumente el número de referencias que puede ver por página 
abriendo el cuadro de dialogo localizado al inicio del encabezado del listado bajo el renglón DISPLAY SETTINGS. Obtendrá un 
cuadro. Al terminar de hacer la selección, pulse el botón APPLY que está al fondo del cuadro de diálogo 

Capítulo 1
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Actividad para reportar

Utilizando las palabras clave STEROID*, MOLECULAR MARKERS, TYPE 2 DIABETES MELLITUS, ADRENERG* RECEPTOR* y 
PATERNITY TESTING haga una búsqueda de la información que se hubiese publicado sobre el tema en los últimos 10 y 5 años. 

Anote la cantidad de artículos originales, de revisión y editoriales que se tenga en cada lapso. Anote la cantidad de artículos 
disponibles bajo el esquema de OPEN ACCESS. 

Anote la cantidad relativa de artículos que se escribieron en cada uno de los idiomas principales que estamos utilizando en 
el curso. 

Anote el número de estudios que se han realizado en animales y humanos así como la proporción de estudios que se 
hicieron por sexo de los individuos. 

En el caso de estudios en humanos, indique el número de artículos en los cuales están contenidos datos de estudios con 
aplicación clínica. 

Obtenga un artículo de investigación relacionado con los temas de estudio del curso y uno de revisión o meta-análisis, si es 
aplicable. 

Figura 1.4a. Ventana de acceso a las bases de datos de la biblioteca UAM-I. 

Figura 1.4b. Acceso a ISI Web of knowledge si se está conectado a una computadora 
de la Unidad o mediante el acceso remoto permitido.
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Utilizando la base de datos electrónica ISI WEB of Knowledge (bases de datos disponible  en línea dentro del portal de la Bi-
blioteca  UAM-I ya sea mientras está utilizando computadoras conectadas a la red de la Universidad o mediante el ingreso de 
su clave de identificación (DIRECCION IP) para poder tener acceso remoto), realice una búsqueda similar (Figura1. 4). Utilice al 
menos otras dos bases de datos electrónicas y realice búsquedas similares. Como punto de partida, utilice la opción de Google 
Académico (http://scholar.google.com.mx ) y Microsoft Academic Search ( http://academic.research.microsoft.com , Figura 1.5), 
las páginas electrónicas más conocidas y de mayor consulta. En cada caso obtenga un artículo de investigación de cada tema del 
curso y una revisión o meta-análisis, si es aplicable. 

Figura 1.5a. Ventana de acceso a Google Académico. 

Figura 1.5b. Microsoft Academic Search popular buscadores.

Indique las ventajas y limitantes que presenta el uso de ISI Web of Knowledge y las otras dos bases de datos que consultó cuando 
se comparan con PubMed y PubMed Central. 
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Referencias
&	PubMed Help [Internet]. National Center for Biotechnology Information. 2005. Disponible en el URL http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/books/NBK3830 

&	Sawyers, E., Barret, T., Benson, D.A., Bolton, E., Bryant, SH y otros 38 co-autores. 2012. Database resources of the National 
Center for Biotechnology Information. Nucleic. Acids. Res. 40:D13-D25. Disponible en el URL http://nar.oxfordjournals.org/
content/40/D1/D13.full.pdf+html 
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Capítulo 2 

Actualización automatizada de literatura científica 
La generación de conocimiento que implica la investigación requiere de una actualización constante. La búsqueda en las bases 
de datos puede ser repetitiva y para poder ser eficiente, debería ser al mismo ritmo que es actualizada la base de datos en línea 
que se consulta. En el caso de PubMed y PubMed Central, esta actividad diaria podría implicar que no se encuentren nuevos 
artículos y la consulta sea improductiva. 

Una posible alternativa es recibir el índice de las revistas en las cuales se publica normalmente o preferencialmente el tipo de 
estudios en los cuales estamos interesados. Esto tiene como ventaja el estar no sólo actualizado respecto a la literatura impresa 
sino que incluso se puede tener acceso a los temas que la revista publicará en breve. La desventaja es que perderíamos aquellos 
artículos en los cuales por no tener el enfoque particular y reportar sólo avances metodológicos, no sean aceptables para la 
revista en cuestión.

Esta limitante podría tener una salida de búsqueda compulsiva equivalente a ir a la biblioteca al menos una vez a la semana y 
ver cuales son las novedades o, en la actual era tecnológica, recurrir a la búsqueda rutinaria de las fuentes electrónicas confiables 
(PubMed, PubMed Central, Scopus, etc) teniendo que iniciar una sesión cada vez que se haga la consulta haciéndolo tedioso y 
en la mayoría de los casos, frustrante. Una posibilidad es utilizar un servicio de actualización que nos haga la búsqueda rutinaria. 
Varias compañías han desarrollado diferentes buscadores de literatura con capacidades y costos diferentes.  Sin embargo, la co-
munidad científica ha tratado de mantener una actitud más abierta y sin fines de lucro. Con este objeto, varios servidores ofrecen 
la posibilidad de ocupar un espacio en el cual se pueda recopilar la literatura  específica de un investigador para después enviarle 
las características mínimas para que el investigador  pueda tener acceso a ella, básicamente a través del correo electrónico. 

Objetivo

Mostrar un sistema automatizado de actualización bibliográfica mediante un buscador remoto.

Desarrollo

En el inicio de su buscador, escriba la dirección http://pubcrawler.gen.tcd.ie 

Después de que se visualice la ventana de acceso, registre la apertura de una cuenta ingresando los datos necesarios para 
ello (Figura 2.1). 

Una vez creada la cuenta y dado de alta el buzón electrónico, introduzca los términos de la búsqueda. Asegúrese que en el 
despliegue del menú se seleccione “ALL FIELDS”. Indique que el lapso de actualización como “WEEKLY” 

Al terminar de introducir los términos de la misma manera que la sesión anterior, envíe la consulta. En algunos casos, la 
respuesta es inmediata por lo que puede abrir su dirección de correo para analizar las referencias que sean depositadas en su 
buzón.
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Figuras 2.1a. Ventana de inicio - registro. 

Figuras 2.1b. Desarrollo de perfil de búsqueda de PubCrawler.
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Cada una de las entradas (QUERY o ALIAS) puede tener varias palabras clave. Si la investigación en la cual está inmiscuido re-
quiere de la separación o agrupación de palabras clave, cada una de ellas puede obtenerse por separado.

Una vez acreditada la cuenta, puede ingresar a ella utilizando las características de usuario y clave de acceso para ampliar, 
modificar o suprimir  las consultas y recopilaciones  solicitadas (Figura 2.2)

A lo largo del curso, determine el impacto que tiene el campo de acuerdo al número de citas y la relación con el curso que 
tenga. 

Figura 2.2a. Ventana para especificar las revisiones y cambios.  

Figura 2.2b. Resultados acumulados por campo requisitado.
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El sitio le permite analizar un máximo de 800 citas que pueden ser modificadas en cantidad, forma (puede almacenar los resú-
menes de las diferentes citas recibidas, el resumen en formato gráfico, si está disponible, etc). Cada 10 días, se remueven las 100 
citas más antiguas de cada uno de los campos de búsqueda requeridos. Sin embargo y con algunas limitantes, puede tener ac-
ceso a ellos utilizando la herramienta “PREVIOUS SEARCHES” que aparece una vez que ha accedido a los listados de resultados.

Actividades para reportar

A partir del portal de la Biblioteca o de PubMed, permita que al menos 10 revistas le envíen su tabla de contenidos. Dentro de 
ellas asegúrese de incluir Nature (varias de ellas ahora están especializadas), Science y Nucleic Acids Research y para una lectura 
ligera, Scientific American y La Recherche. 

Haga una tabla en la cual muestre el número de artículos sobre el tema que seleccionó y la frecuencia con la cual obtuvo 
actualizaciones a lo largo del trimestre. Esta actividad será evaluada y discutida en el grupo.

Capítulo 2
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Referencias
&	Hokamp, K., Wolfe, K.H. 2004. PubCrawler: keeping up comfortably with PubMed and GenBank. Nucl. Acids Res. 32:W16-W19. 

Disponible en la URL http://nar.oxfordjournals.org/content/32/suppl_2/W16.full.pdf+html 

&	Ma’ayan, A. 2008. PubMedAlertMe- standalone Windows-based PubMed SDI software application. Comput. Biol. Med. 38:620-
622. Disponible en la URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/srticles/PMC2431148/pdf/nihms51645.pdf 
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Búsqueda y análisis de bases de datos

Capítulo 3 

Obtención y análisis de secuencias de proteínas  
utilizando un servidor en línea
En los laboratorios de investigación en Genética Molecular, es necesario conocer los productos génicos con los que se está 
tratando, sobre todo si están asociados a patologías o características morfológicas que pueden determinarse de manera simple. 
Como se había planteado desde el inicio del curso, se utilizarán marcadores moleculares asociados a diferentes patologías. En 
una de ellas, el equilibrio hemodinámico proporcionado por la actividad de los receptores adrenérgicos se encuentra alterada. 

Como producto del esfuerzo de la comunidad científica en conocer la secuencia de cada uno de los nucleótidos que confor-
man nuestro genoma, una gran cantidad de datos se han generado. Durante las últimas dos décadas, la información referente a 
las secuencias de nucleótidos han dominado el escenario científico. Sin embargo, durante una buena parte del siglo pasado, la 
función, regulación y constitución de las proteínas mantuvo ocupados a bioquímicos y fisiólogos de diversos campos. 

Algunos de los mejores premios en Ciencia se otorgaron a grandes representantes del campo de estudio de las proteínas. 
Pocas personas han recibido no uno sino dos premios Nobel por el impacto e importancia de sus investigaciones. El primer 
premio Nobel de Linus Pauling sobre la estructura de una proteína fue seguido por el de Frederick Sanger  sobre el desarrollo 
de una metodología para conocer la secuencia de aminoácidos de una proteína. Mientras Sanger obtuvo su segundo Nobel por 
su metodología de secuenciación de ADN, Pauling lo obtuvo por su activismo a favor de la paz.

Las publicaciones de las secuencias de aminoácidos crecieron mucho antes de que se tuviese un acervo de secuencias 
nucleotídicas importante. En ambos casos, la conformación de bases de datos conteniendo información estructural, de las se-
cuencias de aminoácidos,  de las funciones y variaciones de las proteínas de diferentes sistemas celulares ha permitido el avance 
de la investigación con frentes, metodologías y estrategias basadas en la esencia de la investigación básica.

Objetivo

En este ejercicio, haremos el análisis de los diferentes receptores adrenérgicos que se presentan en el humano y se encuentran 
depositadas en las bases de datos. El objetivo de este análisis es determinar los participantes proteicos de este tipo de proteínas, 
su alineamiento en cada aminoácido, las características topográficas locales y la posible relación filogenética existente entre ellas. 

Desarrollo

En su buscador, ingrese la dirección http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html   Esto desplegará la página 
inicial de SwissProt and TrEMBL. En el segundo párrafo, active la liga UniProt Website lo que abrirá la página de Uni-Prot en la 
pestaña SEARCH (Figura 3.1). 

Introduzca en la ventana de diálogo la palabra “Human adrenergic receptor” y pulse el botón SEARCH. Esto abrirá una página 
en la cual se encuentran diferentes proteínas asociadas. Marque los registros de las proteínas correspondientes a los diferentes 
tipos de receptores adrenérgicos de humano. Al final de la revisión de las páginas consta la búsqueda, pulse el botón “RETRIEVE”. 
En este momento, abrirá la pestaña “RETRIEVE” del servidor en la cual dentro de una ventana aparecen los identificadores de 
las proteínas seleccionadas (Figura 3.2).
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Figura 3.1a. Ventana del portal de inicio de Swissprot.

Figura 3.1b. Arranque del sitio UniProt.
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Figura 3.2a. Listado resultante de la búsqueda de receptores adrenérgicos. 

Figura 3.2b. Depuración para humanos de UniProt.

Pulse el botón “ALIGN” localizado en el extremo inferior derecho de la pantalla. Esto abrirá la pestaña correspondiente en el 
servidor. Si el número de selecciones es pequeño, se abrirá un cuadro que contiene el código de una letra de los aminoácidos 
que forman las proteínas (Figura 3.3). 

Al término de la revisión, la pestaña correspondiente se activa y muestra el alineamiento que tienen las diferentes proteínas 
seleccionadas. El programa de alineamiento presenta un algoritmo que optimiza la “llamada” del aminoácido y, cuando no existe 
un alineamiento adecuado, inserta un guión. En este punto es importante hacer notar las herramientas de análisis disponibles en 
la zona derecha del inicio de la secuencia alineada. En esta herramienta es posible localizar los diferentes tipos de aminoácidos 
o la presencia de modificaciones y dominios. En ejemplo mostrado en la figura 3.3, se ha pedido la localización de los dominios 
transmembranales que se ha resaltado en amarillo.

Si activa las ventanas de las características de los aminoácidos (polares, pequeños, hidrofóbicos, etc) se irán marcando en 
diferentes colores los aminoácidos que cumplan con los requisitos. Todo esto permitirá hacer el análisis de las diferentes regiones 
que conforman las proteínas y que podrían estar asociadas con la función. 
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Figura 3.3a. Ventana de alineamiento. 

Figura 3.3b. Dominios transmembranales del extremo amino terminal de los receptores adrenérgicos humanos.

Actividades para reportar

Utilizando el alineamiento del receptor adrenérgico humano, identifique los residuos hidrofóbicos, dominios polares, variantes y 
sitios de glicosilación. Identifique los residuos de aminoácidos polares pequeños, de lipidización y los dominios funcionales que 
pueda presentar el receptor.

Haga un análisis similar utilizando por separado los diferentes tipos de receptores adrenérgicos  resaltando las posiciones 
donde tenga homología. 

Repita el análisis utilizando las secuencias de Calpaína 10 humana y los receptores estrogénicos humanos.

Capítulo 3
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Actividad 2
Analisis de homología y evolucion de grupos proteicos 
Además de comparar e ingresar nuevas secuencias, la labor de los investigadores requiere el conocimiento de las alteraciones 
que puedan presentarse en una proteína o enzima que afecta una función particular de la célula o tejido que se está estudiando.  
El estudio detallado  de este tipo de alteraciones y que se realizó durante una buena parte del siglo XX, se ha facilitado por el 
empleo de las metodologías de ADN recombinante y el posterior desarrollo de algoritmos que permiten su alineamiento, como 
lo vimos en la actividad anterior.

Es posible seguir el camino evolutivo o divergente de una proteína o familia proteica utilizando la información contenida en 
su propia constitución. El marco teórico en el cual se encuadra la presunción básica es que si cada una de las proteínas realiza una 
función específica en un organismo determinado, en el origen de ella, el proceso de mutación que afecta al gen que la codifica 
podría haber afectado una región no importante para la función de la proteína. Si al mismo tiempo el gen codificante se duplicó, 
el efecto de estas mutaciones y la  selección natural en cada uno de los genes sería diferente: mientras uno fuese fuertemente 
seleccionado para sufrir cambios en lugares diferentes al sitio activo o de importancia para la función proteica, el otro tendría una 
presión de selección menor. La acumulación de los cambios en cada uno de los genes a lo largo de la historia evolutiva permitiría 
que si bien se mantienen características similares, existan diferencias que permitan no solo distinguir los genes que codifican a 
estas dos proteínas, sino de las mismas proteínas que permitirían identificarlas como distintas.

Uno de estos escenarios podría implicar, por ejemplo, que una mutación interna en la región codificante de un exón en-
samblara un codón de término. La proteína producto de este gen sería más corta que la proteína homóloga. Si el residuo de la 
proteína alterada implica, por ejemplo una región de regulación alostérica, esta versión de la proteína no respondería a este tipo 
de regulación, por lo que la función sería diferente o se llevaría a cabo en un lugar diferente.

Mediante el uso de las herramientas desarrolladas a partir de las bases de datos, es posible hacer una estimación y simula-
ción de este tipo de eventos.

Objetivo

El objetivo de esta actividad es mostrar la forma de analizar las relaciones entre diferentes miembros de las familias proteicas 
cuyas secuencias se encuentran depositadas en los bancos de secuencias como UniProt.

Desarrollo

En la página inicial de SwissProt (http://www.uniprot.org ) direccione hacia la página de búsqueda (SEARCH del punto 3 de la 
actividad anterior) introduzca “Human Adrenergic Receptor” en el cuadro de diálogo; despliegue el cuadro de menú de la base 
de datos localizada a la izquierda del cuadro de diálogo y seleccione “SEQUENCE CLUSTERS (UniRef)” como base de datos para 
la búsqueda (Figura 3.4a). Pulse el botón SEARCH para desplegar la hoja de resultados en la pestaña SEARCH. 
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Figura 3.4a. Ventana de inicio de búsqueda con el menú desplegado. 

Figura 3.4b. Resultados agrupados bajo el criterio UniRef.

Capítulo 3. Actividad 2
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Figura 3.4c. Receptores adrenérgicos y la selección del filtro para primates. 

En esta pestaña, se encontrarán los grupos de proteínas agrupadas en relación a la identidad de los residuos de aminoácidos y 
longitud de la homología (Figura 3.4 b). Active la liga que aparece como “UniRef50_ P18089” que abrirá la página de resultados 
parciales. En el listado del filtro, seleccione “PRIMATES” y active el botón “FILTER” para mostrar solamente los resultados de los 
diferentes primates con que cuenta la base de datos. (Figura 3.4 c)

Cuando aparezca la página de resultados, active el botón “ALIGN” para obtener los resultados con el algoritmo CLUSTALW 
para análisis de grupos (cluster analysis). Este algoritmo evalúa el grado de identidad, homología y regiones de cambio. Para ver 
los detalles de las distancias euclideanas entre los diferentes nodos, utilice la herramienta “TREE” que se encuentra al inicio de la 
zona de alineamiento (Figura 3.5). Coloree los diferentes tipos de aminoácidos y obtenga las relaciones filogenéticas y distancias 
entre las diferentes proteínas. 
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Figura 3.5a. Ventanas de relación filogenética euclideana.
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Figura 3.5b. Resultado numérico para la distancia entre los nodos para el mapa.

Actividades para reportar

Haga un análisis similar al que se mostró en la actividad 1 pero utilizando los receptores alfa y beta adrenérgicos por separado. 
Utilizando los resultados del árbol filogenético de CLUSTALW, indique el posible origen de cada tipo de receptores y las posibles 
razones que pudieron haber originado los diferentes tipos y variedades. 

Haga un análisis similar al ejercicio 2 para los receptores adrenérgicos alfa y beta por separado incluyendo el grupo de los 
mamíferos. Coloree e imprima los resultados que obtenga al activar las regiones conservadas. Con los datos del árbol filogenéti-
co, indique la distancia que existe entre el humano y los roedores, en particular con la rata de laboratorio. 

Utilizando esta herramienta, analice los siguientes marcadores: PPAR alfa, PPAR gamma y CAPN10. 
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Capítulo 4 

Simulación de la estructura de genes a partir  
de la secuencia de aminoácidos
En la mayoría de los casos, la obtención de un gene proviene de la secuencia de aminoácidos de un fragmento de la proteína 
que nos interesa. Actualmente, el uso de las herramientas bioinformáticas nos permiten no sólo hacer la búsqueda de la proteína 
que nos interesa, sino también determinar el grado de conservación que presenta en diferentes organismos, como se hizo en 
el ejercicio de la sesión 3. 

Partiendo del hecho que se conoce la proteína que se pretende estudiar, el análisis experimental puede hacerse utilizando 
una estrategia definida. Si quisiéramos hacer un mapeo fino de la proteína para determinar los parámetros básicos de su función, 
por ejemplo debida a la presencia de un dominio de aminoácidos polares que le den un dominio hidrofílico con una estructura 
tridimensional específica para que se exponga un residuo lateral de serina del cual depende la función, una estrategia adecuada 
sería clonar específicamente o de manera restringida la región en cuestión y expresarla en cantidades abundantes o de manera 
constante para realizar los experimentos en cantidad y número necesario para obtener resultados confiables. 

Usualmente, la clonación de genes o fragmentos de genes requiere el uso de sitios de restricción específicos tanto en el ve-
hículo molecular (plásmido, bacteriófago, cósmido, etc.) por lo que es necesario conocer el sitio potencial de clonación así como 
aquellas enzimas de restricción que pueden ser utilizadas en el análisis o mapeo fino del gene y así diseñar alelos modificados 
(mutantes), que carezcan de una región (con deleciones) o que contengan un codón de paro al inicio que evite ser traducido. 

Objetivo

Que el alumno pueda desarrollar una estrategia de investigación de un gen a partir del conocimiento de su secuencia de ami-
noácidos

Desarrollo

Obtenga la secuencia de la proteína aromatasa de la oveja  (Cytochrome p450 19A1) utilizando el código de acceso NP_001116472 
en la base de datos PROTEIN del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein Fig 4.1) o Q9XS28 de  UniProt (http://www.uniprot.
org Fig 4.2). 
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Figura 4.1a. Ventana de acceso a Protein del NCBI. 
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Figura 4.1b. Desplegado de la aromatasa de oveja.

Figura 4.2a. Venatana de acceso a UniProt. 

Figura 4.2b. Desplegado de la aromatasa de oveja.
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En cualesquiera de los casos que hubiese seleccionado, active la liga para obtener la secuencia en formato FASTA (Figura 4.3) 
Seleccione la secuencia de aminoácidos de la proteína y cópiela en un archivo de Word o wordpad. El archivo que obtenga de 
UniProt requiere que elimine los números de los aminoácidos y los espacios que separan los grupos. 

Figura 4.3a. Ventana que muestra la secuencia en lenguaje FASTA de la base PROTEIN NCBI.

Figura 4.3b. UniProt.

Capítulo 4
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Abra el servidor del sitio GeneDesign en la URL http://54.235.254.95/gd/ que lo llevará al menú de operaciones del sitio. Selec-
cione la opción “REVERSE TRANSLATION” que abre la ventana correspondiente (Figura 4.4). 

Figura 4.4a. Ventana de ingreso a Gene Design. 

Figura 4.4b. Herramienta REVERSE TRANSLATION con la secuencia FASTA de la aromatasa ovina.
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En esta nueva pestaña, se encuentra un encabezado con inscripciones simples y una ventana de diálogo en el cual debe 
pegar el archivo FASTA que hizo en Word o wordpad. En este sitio, puede seleccionar las características de los codones preferen-
ciales que son utilizados en algunos de los modelos celulares más utilizados sin embargo, tiene la capacidad de utilizar los de la 
especie con la que se está trabajando. Para una referencia sobre los codones más utilizados en diferentes especies, puede consul-
tar el artículo Sharp. PM, Cowe E, Higgins DG, Shields DC, Wolfe KH. Wright F. Codon usage patterns in Escherichia coli, Bacillus 
subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Drosophila melanogaster and Homo sapiens; a review of the 
considerable within-species diversity. Nucl. Acids Res. 16:8207-8211. 1988.  Disponible en la URL  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pmc/articles/PMC338553/pdf/nar00159-0016.pdf  

Seleccione “H. sapiens” para el análisis. Pulse el botón “REVERSE TRANSLATE” lo que traerá una ventana en la cual se tiene 
la secuencia de nucleótidos que tendría el mRNA que codificaría para la proteína. Guarde esta secuencia en un archivo con 
formato FASTA. 

Regrese a la página de resultados y pulse el botón “SEQUENCE ANALYSIS” lo que traerá una ventana en la cual está en una 
ventana simple la secuencia del mRNA que obtuvo, dos mapas verticales en el cual se indican los sitios de restricción que están 
presentes en el gene que codifica a este mRNA y uno más en el cual se encuentran las posibles pautas de lectura que pueden 
codificar a la proteína (ORF del inglés Open Reading Frame). En el espacio lateral se encuentra un listado de los sitios de res-
tricción que no se encuentran en las ORF del gen que codificaría para la proteína (Fig 4.5). Guarde toda esta información en un 
documento que pueda visualizar posteriormente. 

Figura 4.5a. Secuencia de nucleótidos. 

Capítulo 4
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Figura 4.5b. Mapa de restricción obtenidos después de ingresar la secuencia de aminoácidos de la aromatasa de ovinos.

Con la secuencia de nucleótidos en FASTA que guardó, compárela con la que se encuentra depositada en el GenBank. Abra la 
página de inicio del NCBI y espere a que aparezca la página de inicio. En el campo de las herramientas disponibles, active la liga 
que lo lleve a la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Esta activación lo llevará al menú de inicio de la herra-
mienta. Identifique la porción correspondiente a “nucleotide blast” dentro de la sección “Basic BLAST” y active la liga. 

La nueva ventana tiene una ventanilla donde puede pegar la secuencia en FASTA que obtuvo con GeneDesign. Asegúrese de 
que no se tienen espacios en la secuencia pues de otra forma el programa lo reconoce como una proteína independiente que 
debe alinear y provocar que se utilice un bucle del algoritmo que reporta un mensaje de error. 
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Figura 4.6a. Página de inicio de la herramienta BLAST. 

Figura 4.6b. Consulta en donde se incorpora la secuencia FASTA obtenida en GeneDesign.
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Figura 4.6c. Alineamiento de las secuencias y grado de homología.

Una vez terminada la depuración, indique que se trata de una secuencia para oveja (Sheep) en el cuadro de diálogo correspon-
diente. Marque el cuadro que indica que quiere los resultados en una nueva ventana y pulse el botón BLAST (Fig 4.5). En la 
nueva ventana aparecerá un mapa a color de los resultados del alineamiento y los genes o porciones de genes con las que se 
tiene alineamiento, junto con parámetros importantes para hacer la evaluación. Copie a un archivo los resultados para tener un 
registro permanente. 

Actividades para reportar

Obtenga las secuencias de las proteínas de los receptores adrenérgicos humanos. Clasifíquelos y haga un análisis similar al reali-
zado en las actividades descritas. Identifique las diferencias primordiales que se obtendría si se hiciera una estrategia de clonación 
en un bacteriófago del tipo λgt11 en un sitio diferente al reconocido por EcoRI. 

En un análisis redundante, obtenga la secuencia de nucleótidos del mRNA de la calpaína 10 y replique la actividad realizada. 
Discuta las diferencias que encontró en el proceso. 
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Aplicación de datos para el diseño de experimentos  
de genotipificación 

Capítulo 5 

Búsqueda de información general de enfermedades genéticas
Una de las metas de la investigación en Genética Humana es encontrar la razón fundamental de las enfermedades o la predispo-
sición a desarrollarlas. Los estudios y esfuerzos continuos de Victor McKusick utilizado las metodologías básicas de la citogenética, 
inició el acopio de las relaciones entre las alteraciones cromosómicas y el desarrollo de enfermedades (o síndromes) y que se 
asociaban a una herencia mendeliana clásica. McKusick plasmó estas asociaciones en su libro “Mendelian Inheritance of Man” 
y a quien se refería en forma coloquial como “EL MAPA MORBIDO DEL HUMANO” que concretó primeramente en un texto de 
12 volúmenes. 

El inicio de la aplicación de las metodologías de manipulación y modificación de los ácidos nucleicos que actualmente con-
fundimos con “Ingeniería Genética” o aún más con “Biología Molecular” permitió que se encontrara el sustrato fino de algunas 
enfermedades cuya atención médica era imperante. Así pues, la clonación del gene normal que se encuentra alterado en la 
Fibrosis Quística y su función como transportador (CFTR) permitió visualizar el potencial que tenía esta aplicación metodológica 
y que superaba pero no reemplazaba a su predecesora. 

Con la implementación del proyecto HUGO, el desarrollo de las bases de datos, los adelantos en la informática, los algorit-
mos de correlaciones entre genes expresados (EST), porciones transcritas (ORF), mapeo de genes por cercanía (CONTIGS) y 
variaciones de un solo nucleótido (SNP) han permitido que el asentamiento físico de los genes cuya expresión anómala pueda 
ser asociado a una región y secuencia específica de genes. 

La unidad encargada de mantener actualizada estas relaciones se encuentra en la Universidad John Hopkins, última insti-
tución a la que perteneció el Dr. McKusick. El proyecto forma parte del acervo en línea que maneja el NCBI. Al estar disponible 
en línea, la base de datos permite no sólo hacer una revisión de las regiones que han sido asociadas al desarrollo de una en-
fermedad, sino que también tiene una referencia cruzada con la base de datos en la cual se reportan los diferentes marcadores 
moleculares asociados, principalmente del tipo SNP y loci microsatelitales. 

Además de las anotaciones propias, OMIM (Online Mendelian Inheritance of Man), se puede tener acceso a otras bases de 
datos, algunas de acceso abierto como las asociadas a las mutaciones del genoma mitocondrial (MITOMAP) mientras que otras 
requieren de un registro, aunque son libres de pago (Human Gene Mutation Database, HGMD). 

Objetivo

Manejar una base de datos especializada en información médica. Utilizar la información relevante para diseñar una estrategia 
experimental que permita aportar conocimiento de punta al Área de la Salud.

Desarrollo

Adquiera el acceso a la página principal del NCBI ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov ). Despliegue el menú de la ventana de selección 
de la base de datos. Seleccione OMIM. Opcionalmente, puede acceder ingresando directamente la dirección (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/omim ). En la ventana de diálogo, escriba “Non-insulin dependent Diabetes mellitus” y oprima el botón “SEARCH”. 
Esto abrirá la página de OMIM y le brindará en una ventana los primeros 20 registros de la enfermedad. Debajo de cada una de 
los diferentes registros, se encuentra la localización de los genes asociados, incluyendo los de susceptibilidad (Fig 5.1). Modifique 
la página para poder ver los diferentes genes que recibe la página. Abra aquellos genes que no sea explícita su participación en 
la enfermedad. 
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Figura 5.1a.  Ventana de acceso a la base de datos OMIM. 

Figura 5.1b. Registros iniciales de Diabetes no dependiente de insulina.
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Seleccione los registros asociados a la enfermedad. Elabore una lista de aquellos directamente asociados.  En la pestaña de 
OMIM UniSTS confirme que su listado sea el asociado de acuerdo a la expresión de genes únicos. Haga un listado de la localiza-
ción de estos genes. Abra la pestaña de OMIM dbSNP para ver la posición de los marcadores (Figura 5.2).

Figura 5.2a. Ventana de resultados de las bases de datos de secuencias estandarizadas únicas, UniSTS.

Figura 5.2b. Marcadores moleculares de variaciones de una sola base, SNP de Diabetes no dependiente de insulina.
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Active la liga de los genes asociados para desplegar el mapa que muestra la localización del gene. Active la liga del número 
MIM para desplegar las características del gen (estructura, función, evidencias de asociación con la enfermedad, etc). Identifique 
el papel que tienen en la posible causa de la enfermedad (Figura 5.3). Utilizando la liga MAPVIEWER que aparece, indique la 
búsqueda de los genes asociados a DIABETES MELLITUS. Identifique por cromosoma la cantidad de genes que se han asociado. 

Figura 5.3a. Ventana informativa sobre el registro 125853 de diabetes mellitus no dependiente de insulina.  
Genes asociados a la enfermedad.
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Figura 5.3b. Descripción de síntomas clínicos, localización cromosómica y asociación génetica para Diabetes  
no dependiente de insulina. 

Actividades para reportar

Utilizando las herramientas desarrolladas en esta sesión, haga el análisis de las patologías asociadas a los receptores adrenérgicos 
Alfa.

De la misma manera, analice los genes asociados al síndrome vasovagal. 
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Diseño de oligonucleótidos para amplificación
Una de las metodologías que ha permitido el avance de la Biología Molecular y la Genética Molecular es la reacción en cadena 
de la polimerasa, mejor conocida por sus siglas en inglés, PCR. Esta reacción permite la obtención de cantidades de ADN en 
cantidades adecuadas para ser utilizadas o analizadas por otras técnicas a partir de pequeñas cantidades de material inicial. Si 
simplificamos el procedimiento, se trata de una reacción de replicación del material genético bajo condiciones in vitro. Como en 
el caso del proceso in vivo, se requiere de un sustrato que puede ser ADN o ARN, reactivos necesarios que servirán de unidades 
estructurales a partir de las cuales se construirán las nuevas cadenas de ADN, componentes que inician las reacción y aquellos 
que la mantienen, incluyendo las sales que permiten tener una fuerza iónica adecuada para que el funcionamiento de la enzima 
pueda realizarse bajo las mejores condiciones. Podemos encuadrar en cada uno de estos rubros a los desoxinucleótidos trifosfa-
tados (dNTP), iones Mg2+, glicerol, amortiguadores de Tris-hidroximetil-amino-metano (Tris), los cebadores de la polimerasa y la 
propia enzima, comúnmente se utiliza la ADN polimerasa termoestable proveniente de la arqueobacteria Thermus aqcuaticus, 
mejor conocida como Taq polimerasa.

Bajo condiciones naturales, las polimerasas requieren de un oligonucleótido producido por la enzima DNA primasa por 
lo que se denomina “primer” que puede ser traducido como cebador o iniciador. Este es un oligonucleótido de sólo 30 a 50 
bases que proporcionan el sitio de reconocimiento de la ADN polimerasa: el extremo 3´hidroxilo  de un nucleótido pareado a 
la cadena que se copiará. Al unirse a este extremo, la ADN polimerasa continúa con la elongación de la cadena incorporando el 
desoxinucleótido trifosfatado que complemente la doble cadena, de acuerdo a las reglas de apareamiento de Watson-Crick: si 
el molde tiene Adenina, en la cadena complementaria se incorpora Timidina; si el molde presenta Citosina, la complementaria 
incorporará una Guanina. 

En la caso de la reacción in vitro, se copia únicamente una región específica por lo que se utiliza un par de iniciadores cuya 
secuencia es complementaria a las zonas que se van a amplificar. La especificidad, eficiencia y posibles variaciones dependen 
entonces de un diseño adecuado de estos oligonucleótidos. A manera de características generales, los aspectos que deben cui-
darse en el diseño de estos oligonucleótidos son su secuencia, temperatura de alineamiento, que no sean autocomplementarios, 
que no formen estructuras tridimensionales complejas de más de 3 bases, que no se unan a secuencias similares internas (sitios 
secundarios de hibridización), y que la unión en el extremo 3´del propio oligonucleótido esté estabilizado por una base capaz de 
formar 3 puentes de hidrógeno con su base complementaria.

Objetivo

Diseñar un par de cebadores capaces de ser utilizados en una reacción de amplificación, determinar las características que tendría 
la reacción de amplificación y la posible longitud que tendría el fragmento amplificado (amplicón) utilizando un recurso en línea.

Desarrollo

Obtención de iniciadores mediante el uso de un portal de herramientas bioinformáticas

El inicio del análisis implica tener una secuencia blanco a la cual estará dirigida la metodología. Obtenga la secuencia en FASTA 
del acceso NM_023085 correspondiente a la calpaina 10 humana depositada en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene). Obtenga  la secuencia en FASTA  activando la liga que se encuentra en la parte superior derecha del mapa cromosómico 
(figura 6.1). Seleccione todo el contenido, copie y guarde ya sea en la memoria temporal de su computadora o en un archivo 
de un procesador de textos.
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Figura 6.1a. Ventana de acceso al GenBank. 
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Figura 6.1b. Región del cromosoma 2 humano donde se localiza el gen de la calpaina 10.
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Figura 6.1c Secuencia de nucleótidos del gen capn10.

Ingrese al portal de herramientas de ciencia y tecnología de Israel en la URL http://www.scienc.co.il/Biomedical/Primer-Tools.asp 
lo que le abrirá la página que se muestra en la figura 6.1 Dentro del menú de sitios, seleccione la opción PRIMER3 que lo llevará a 
la URL http://frodo.wi.mit.edu/primer3 y le desplegará la ventana que se muestra en la figura 6.2 En la ventana de diálogo, pegue 
la secuencia FASTA que obtuvo del GenBank, identifique su secuencia como “Calpaina10” y la región que queremos amplificar 
que en este caso corresponde a la región 4 bases alrededor del nucleótido 1469. Haga esta indicación ingresando “1469,4” en el 
cuadro de dialogo marcado como “TARGET”. Delimite a un amplicon de 300 a 400 nucleótidos de longitud seleccionando este 
valor en el cuadro marcado “Product size ranges”
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Figura 6.2a. Ventana de aceso al portal de apoyo bioinformático en el área de la Biomedicina de Israel. 

Figura 6.2b. Consulta del algoritmo Primer3 del MIT.
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Las características que queremos de los cebadores son tamaño comprendido entre 20 y 30 nucleótidos con un óptimo de 
25, la temperatura de linearización entre 54 y 64 °C con una óptima de 60, contenido de CG entre 40 y 60% con óptimo de 58. 
Coloque estos parámetros en los cuadros correspondientes en la sección  “GENERAL PRIMER PICKING CONDITIONS”.  De los 3 
métodos para calcular las características de corrección en el cálculo de la temperatura de linearización (Tm), utilice el modelo de 
SantaLucia (1998) de corrección de interacciones secuenciales múltiples dependiente de las condiciones de la reacción. Al final 
de estas indicaciones, active el botón de acción  localizado en el final de la sección como “PICK PRIMERS”. El programa le indicará 
que se encuentra trabajando en el diseño de los cebadores. Cuando encuentre algunos, se desplegará la página de resultados  
(figura 6.3). La tabla de resultados le indica las características de los cebadores con mejor eficiencia. Además de la secuencia, le 
indica la temperatura de hibridización y en la parte inferior de la tabla, el posible tamaño del amplicon seguido de la secuencia 
del gene que está tratando de amplificar. Dentro de ella, marcado con una serie de símbolos “>>>”. Después de esta sugerencia, 
el programa regresa pares de iniciadores adicionales.  Esto permite hacer una selección dependiendo del interés del investigador.

Figura 6.3a. Resultados iniciales del diseño Prime3 con la secuencia y características de los oligonucleótidos iniciadores así como la 
posible longitud del amplicón.
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Figura 6.3b. Secuencia comprendida entre los inicadores correspondientes a la región que se amplificaría utilizando  
los iniciadores sugeridos.

Diseño de iniciadores utilizando la herramienta “Primer-BLAST”  del Centro Nacional  
de Información Biotecnológica, NCBI

Acceda a la página principal del NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov) y en el campo de las herramientas populares, active la liga 
“BLAST” que lo llevará a la HERRAMIENTA LOCAL BASICA DE ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS (figura 6.4a). En la sección de 
BLAST Especiales, active la liga de “Primer-BLAST” que despliega la ventana de la herramienta que utilizaremos (figura 6.4b). En 
el cuadro de dialogo, ingrese el número “3046857” correspondiente al mRNA de la aromatasa de ratón. Modifique el organismo 
sobre el cual se hará el diseño. De manera habitual, el programa hace el diseño en humanos, en este caso, cambie a “Mus mus-
culus” y conforme va ingresando esta información, el programa le da algunas opciones de taxa, dependiendo de la subespecie 
(no importante para este ejercicio). 

Active la liga de diseño avanzado (figura 6.4c) para indicar además que se requiere un iniciador interno que nos permitiría 
diseñar un experimento de PCr cuantitativa, también denominada de “tiempo real” y que en la literatura podemos encontrar 
como qPCR o RTPCR. Introduzca en las ventanas de dialogo de los iniciadores internos el tamaño (20 nucleótidos de longitud 
como optimo), la temperatura de alineamiento (60ºC) y contenido de CG (50%). Active la liga “GET PRIMERS” localizada en el 
margen inferior izquierdo.
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Figura 6.4a. Ventana de acceso a la herramienta de diseño de iniciadores. 
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Figura 6.4b. Características de la ventana de dialogo inicial.
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Figura 6.4c. Ventana de característica Avanzadas. 
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Figura 6.4d. Ventana de resultados Primer-BLAST para el gene de la aromatasa de ratón.

Después de que se haga el trabajo, se abrirá una ventana mostrando los resultados (figura 6.4d). De manera gráfica, puede 
verse la posición de los mejores iniciadores. Recuerde que en este caso se pidió el diseño de un tercer iniciador que actuaría 
como sonda para la región. En cada caso, el apartado que marca cada par de iniciadores brinda la información adicional sobre 
la especificidad con la especie que se desea. En esta misma sección de resultados el programa muestra las características del 
amplicon que se obtendría así como las especificaciones necesarias para diseñar el perfil térmico para realizar la amplificación.
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Actividad para reportar

Utilizando el programa Primer3 del MIT, obtenga 5 pares de iniciadores que podría utilizar para hacer la amplificación del recep-
tor estrogénico beta del ratón a partir de ADN. Localice dentro del mRNA producto de la transcripción del gen cada uno de los 
pares de iniciadores sugeridos. Realice un análisis similar utilizando la herramienta Primer-BLAST. 

Construya el perfil térmico que debería programar en el Termociclador para cada par de iniciadores obtenido en cada uno de 
los programas suponiendo que utiliza Taq polimerasa como enzima de amplificación. De acuerdo a las características anotadas 
en cada uno de los programas relacionadas a la concentración de iones monovalentes y bivalentes, indique la concentración de 
MgCl2 y dNTP necesarias para la reacción de amplificación.  
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