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Resumen

La secuenciacién gendmical/transcriptomica masiva ha revelado una paradoja
impactante: la transcripcion generalizada o espuria. Aunque tal evento es no
deseado en principio, algunos de tales transcritos pueden escapar de la
degradacion, siendo seleccionados por la evolucion, con consecuencias
fascinantes en biologia, incluido el desarrollo de nuestro cerebro y lo que nos
hizo humanos. De hecho, el ARN no codificante esta involucrado en muchos
procesos reguladores, a través de todo el dogma central de la biologia
molecular, e incluso en eventos epigenéticos. Curiosamente, ello se logra
parcialmente regulando la expresion y la funcion de ARN pequenos, como los
miARN. Mas sorprendentemente, el ARN no codificante esta involucrado en la
fisiologia de las neuronas y la neurogénesis cerebral, incluyendo las
excrecencias o proyecciones neuronales, funciones sinapticas y traduccion en
sinapsis. Ademas, el ARN no codificante puede exportarse-importarse entre
células, a través de vesiculas de exosomas. Sorprendentemente, algunos ARN
no codificantes se traducen en micropéptidos, que pueden estar involucrados
en el desarrollo del cerebro. Todo eso permite el notable poder cognitivo del
cerebro humano. Desafortunadamente, este desarrollo exquisito, que nos hizo
humanos, es especialmente propenso a perturbaciones internas y externas.
Asi, pueden generarse trastornos del neurodesarrollo, neurodegenerativos y
neuropsiquiatricos, a los cuales los humanos somos mas propensos que otros
primates.

Palabras clave: secuenciacién de segunda generaciéon, SSG, secuenciaciéon de tercera
generacion, STG, secuenciacion de proxima generaciéon, SPG, ARN antiguo, ARNa.
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Abstract

Massive genomic/transcriptomic sequencing has revealed a shocking paradox:
pervasive or spurious transcription. Although such event is unwanted in
principle, some of such transcripts may scape degradation, being further
selected by evolution, with fascinating consequences on biology, including our
brain development and what made us humans. Indeed, non-coding RNA are
involved in many regulatory processes, across the central dogma of molecular
biology, and even epigenetics events. Interestingly, that is partially
accomplished regulating the expression and function of small RNA, like miRNA.
More strikingly, non-coding RNA are involved in neuron physiology and brain
neurogenesis, including outgrowth or neuron projections, synaptic functions and
translation in synapses. Besides, non-coding RNA can be exported-imported
between cells, through exosome vesicles. Surprisingly, some non-coding RNA
are indeed translated into micropeptides, which may be involved in brain
development. All that allows the remarkable cognitive power of the human
brain. Unfortunately, this exquisite development, that made us humans, is
specially prone to internal and external perturbations. They may generate
neurodevelopmental, neurodegenerative and neuropsychiatric disorders, to
which humans are more prone than other primates.

Keywords: second-generation sequencing, SGS, third-generation sequencing, TGS, next-
generation sequencing, NGS, ancient RNA, aRNA.

Introduccioén

Recientemente hemos revisado el fascinante tema de lo que nos hizo
humanos; la evolucién de los primeros hominidos a los humanos modernos
(Dorado et al, 2018), dentro de la interesante interaccion de la bioarqueologia y
la biologia molecular (Dorado et al, 2007-2019). En resumen, la duplicacion,
reparacion y conversidon de genes derivados de homologos de muesca 2
(NOTCHZ2; del inglés, “Notch Homolog 2”), denominados genes similares a N
terminal de homologos de muesca 2 (NOTCHZ2NL; del inglés, “Notch Homolog
2 N-terminal-Like”) estuvieron involucrados en una transformacion tan notable
(Fiddes et al, 2018; Suzuki et al, 2018). La consecuencia fue la expansion de la
corteza cerebral. Desafortunadamente, eso también estaba relacionado con
enfermedades recurrentes del neurodesarrollo, a las que los humanos son
especialmente propensos, en comparacion con otros animales.

Pero hay mas. También se ha descubierto que otros cambios biolégicos
durante la evolucién organica en el planeta Tierra también pueden haber
contribuido a hacernos humanos. Eso implica al dogma central de la biologia
molecular: el ADN produce ARN que produce proteinas, aunque -
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sorprendentemente— no como se pensaba o concebia inicialmente, como se
explica a continuacion.

Evolucion histérica del concepto de gen

Gregor Johann Mendel (1865) descubrid las leyes de la herencia de los
factores genéticos que generan el fenotipo. Pero, ¢jcual es la base quimica de
un fendmeno tan notable? Friedrich Miescher (1871) descubrié que habia un
compuesto especialmente acido dentro del nucleo (nucleina) de los linfocitos
encontrados en los esputos de pacientes con tuberculosis. Pero, ¢ correspondia
eso con los factores de herencia de Mendel? Frederick Griffith (1928) descubrid
que era posible transformar un neumococo inofensivo “rugoso” (R) en virulento
“lisos” (S) que mataba ratones.

En esa época, se pensaba que tal principio transformante deberian ser
proteinas, ya que son ricas en conformaciones y funciones. Sin embargo,
Oswald Theodore Avery, Colin Munro MacLeod y Maclyn McCarty (1944)
encontraron algo inesperadamente impactante: la molécula transformante era
ADN, que, entonces se consideraba un compuesto repetitivo no relevante que,
por lo tanto, no podia contener informacion genética. No sabian que es posible
“construir el mundo” con solo dos variantes, como funcionan los ordenadores
en modo binario (0 y 1). Ademas, Alfred Day Hershey y su ayudante de
laboratorio Martha Cowles Chase (1952) confirmaron dicha hipétesis,
convirtiéndola en una teoria validada.

El siguiente paso fue dilucidar la estructura 3D del ADN. Erwin Chargaff
(1950) descubrié que la cantidad de purinas (A + G) equivalia a la cantidad de
pirimidinas (C + T), aunque la razon era un misterio en ese momento. Luego
vinieron Francis Crick y James D. Watson que, usando resultados inéditos de
difraccion de rayos X del ADN de Rosalind Elsie Franklin, realizados por su
doctorando Raymond George Gosling (1953), propusieron la estructura de
doble hélice para dicha molécula.

Por otro lado, el concepto de gen ha cambiado con el tiempo (Figura 1).
Charles Robert Darwin y su amigo y colega Alfred Russel Wallace (1858)
propusieron una hipotesis revolucionaria: el origen de las especies por
seleccion natural. El término “gen” lo acuino Wilhelm Johannsen (1905).
Thomas Hunt Morgan (1910) descubrié que los genes estan dentro de los
cromosomas, y se duplican y transmiten durante la replicaciéon celular. George
Wells Beadle y Edward Lawrie Tatum (1941) propusieron la popular hipotesis
de un gen: una enzima. Mas tarde, el gen se asocidé a uno o varios marcos
abiertos de lectura (ORF; del inglés, “Open Reading Frames”), codificando uno
o varios polipéptidos, respectivamente, y posteriormente, se considerd una
unidad transcripcional (Cipriano y Ballarino, 2018). Pero todo ese conocimiento
ha sido sacudido con el descubrimiento de la transcripcidon generalizada o
espuria, como se describe a continuacion.
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Figura 1.- Evolucién histérica del concepto de gen. Un gen fue considerado el material
genético que codifica una enzima; y luego, una unidad transcripcional. Pero mas tarde, la
secuenciacion masiva de genomas/transcriptomas trajo la paradoja de la transcripcion espuria
de ARN, como se describe a continuacién. © Frontiers Media (Cipriano y Ballarino, 2018).

La paradoja de la transcripcion de ARN espurio

Inicialmente, se pensé que la transcripcion solo tenia lugar para: i) genes
que codifican proteinas, copiados en acido ribonucleico mensajero (ARNm); ii)
ADN ribosémico (ADNr), que genera ARN ribosémico (ARNr); y iii) ADN
transferente (ADNt), produciendo ARN transferente (ARNt). Pero las ultimas
plataformas de secuenciacion de alto rendimiento que hemos revisado (Dorado
et al, 2007, 2008, 2013, 2015, 2016) han revelado hechos sorprendentes
(Mattick, 2011, 2012; Gomes et al, 2019): i) ~1% del genoma humano genera
transcritos codificantes de proteinas (~20.000 genes; similar a los nematodos,
que tienen ~ 1.000 células); y sin embargo ii) al menos el 93% del genoma (tal
vez todo) tiene transcripcion generalizada o espuria (Figura 2).
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Figura 2.- Transcripcién generalizada. La mayor parte de la transcripcion corresponde al
ARN no codificante. © MDPI (Gomes et al, 2019).
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También existe una relacion entre el ARN codificante y el no codificante a
lo largo del dogma central de la biologia molecular (Guennewig y Cooper,
2014), como se muestra a continuacion (Figura 3).
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et Mo

Figura 3.- Transcripciéon de ARN codificante y no codificante. Investigaciones recientes han
demostrado implicaciones interesantes de algunos ARN no codificantes, en relacién con los
codificantes. © Elsevier (Guennewig y Cooper, 2014).

Sin embargo, dicha transcripcion generalizada representa una enorme
carga energética para las células, que se han seleccionado durante 3,8
millardos de afios de evolucion bioldgica, para optimizar los recursos tanto
como sea posible. Entonces, ;qué esta impulsando tal transcripcion “no
deseada”™? Simplemente, los mecanismos de regulacién celular no son 100%
eficientes, debido a la naturaleza probabilistica de las interacciones
moleculares. Paradéjicamente, eso permite la vida. En otras palabras, si los
eventos moleculares fueran 100% precisos, controlados, regulados y eficientes,
la vida no existiria. Ni siquiera existiria el Universo si las anomalias no
existieran a nivel cuantico y mas alla. Las incertidumbres y el caos han
permitido la existencia de todo, incluida la vida. Luego, el azar y la necesidad
han moldeado la biodiversidad, a través de la lucha por recursos limitados, la
supervivencia de los mejor adaptados, la seleccion reproductiva y la evolucidn
de las especies, como hemos revisado (Dorado et al, 2018).

Por lo tanto, dado que el control de los procesos celulares con 100% de
eficiencia no es posible, surge la transcripcion generalizada o espuria, que
representa una carga energética significativa para la célula. Tanto los
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procariotas como los eucariotas (incluidas sus mitocondrias y cloroplastos)
intentan degradar el ARN transcrito “no deseado”, a través de RiboNucleasas
(RNasas) y complejos de exosomas (que no deben confundirse con las
vesiculas de exosoma, como se indica posteriormente). De hecho, la
transcripcion incontrolada o espuria puede causar la detencién del crecimiento
y muerte en los procariotas, asi como enfermedades como el cancer en
eucariotas. Pero, nuevamente, ningun proceso celular es 100% eficiente. Como
consecuencia, algunos de estos ARN espurios pueden escapar de su
degradacion programada, siendo seleccionados por la evolucién, con
resultados fascinantes. De hecho, el ARN no codificante (ARNnc) puede
interactuar con ADN, ARN vy péptidos (oligopéptidos y polipéptidos como
proteinas). Tal versatilidad pleiotropica permite un nivel sofisticado y preciso de
regulacion de la expresidén génica, a lo largo del dogma central de la biologia
molecular, como se muestra a continuacion.

Eso no es sorprendente cuando se tiene en cuenta que el ARN no solo
transporta informacién genética, sino que se comporta como una enzima; es
decir, tiene actividad catalitica. De hecho, se cree que la vida comenzé en el
planeta Tierra como un mundo de ARN (Darnell y Doolittle 1986). De ahi la
participacion del ARN no codificante en la multicelularidad y diferenciacion
celular a lo largo de la evoluciéon bioldgica (Hart y Goff, 2016). En otras
palabras, el antiguo sistema de ARN pequefios (ARNp) podria haberse
originado como un supervisor transcripcional y postranscripcional. Pero
evolucioné aun mas, llegando a ser controlado por ARN no codificante que
funciona como una nueva capa de regulacion (Barry, 2014; Guennewig y
Cooper, 2014).

Implicaciones de la transcripcion espuria del ARN en del desarrollo del
cerebro

El transcriptoma codificante —y por tanto, el proteoma— se han mantenido
en gran medida constantes a lo largo de la evolucion, en comparacién con el
transcriptoma no codificante (Barry, 2014). De hecho, existe una sorprendente
correlacion positiva entre la complejidad organica y la diversidad y abundancia
del ARN no codificante (Barry, 2014; Guennewig y Cooper, 2014). Dicha
expansion del ARN no codificante abarca familias pequefias y grandes
(incluyendo ARN circular). Curiosamente, dicha correlacion positiva existe
también en relacién con el tamafio del cerebro y —mas significativamente— la
evolucion cognitiva (Figura 4). De hecho, los procariotas tienen un alto
porcentaje de genes codificantes (hasta 99,5%) en sus genomas, lo cual se
reduce significativamente en protistas (10 a 75%) y metazoos (animales; 1 a
27%), y especialmente en primates (1 a 2%).
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Figura 4.- ARN no codificante y complejidad organica. El grafico muestra la interesante
correlaciéon positiva entre el aumento del ARN no codificante y la complejidad organica, con
especial relevancia para el tamafo del cerebro y la evolucién cognitiva. © Springer y Elsevier
(Barry, 2014; Guennewig y Cooper, 2014).

El ARN no codificante esta involucrado en muchos eventos reguladores,
incluidos los epigenéticos (Figura 5), como la modificacion y remodelacion de la
cromatina, ayustamiento (del inglés, “splicing”, edicion, transcripcion vy
traducciéon del ARN (Zimmer-Bensch, 2019).
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Figura 5.- Regulacién del dogma central de la biologia molecular por ARN no codificante.
Dicha funcionalidad implica eventos transcripcionales (a) y postranscripcionales (b) en el

nucleo, asi como eventos traducionales y postraduccionales en el citoplasma (¢). © MDPI
(Zimmer-Bensch, 2019).
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Curiosamente, dicho control de la expresion génica estda mediado en parte
por la regulacion de la expresion y la funcion de ARN efectores (ARNe)
conservados evolutivamente, como los microARN (miARN) (Barry, 2014), como
se muestra a continuacion (Figura 6).
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Figura 6.- Interacciones de diferentes ARN no codificantes implicados en la regulacion
de la expresion génica. El ARN largo no codificante (ARNInc) puede: i) generar (a) y ii) unir
algunos (b) o iii) muchos (d) miARN, comportandose como “esponjas” que regulan su actividad,
asi como iv) competir con ellos en los sitios de union (c). © Springer (Barry, 2014).

Como se indico anteriormente, se ha encontrado que el ARN no
codificante esta involucrado en el desarrollo del cerebro, incluido el crecimiento
de las proyecciones del cuerpo celular de las neuronas (conocidas como
neuritas o procesos neuronales) y las sinapsis (Figura 7). Los informes al
respecto incluyen: i) ARNInc asociado a potenciador (ARNp); ii) modulaciones
transcripcionales y postranscripcionales después de la despolarizacion,
involucradas en la plasticidad neuronal; y iii) represion de la traduccion de
ARNmM en péptidos en sinapsis (Zimmer-Bensch, 2019).
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Figura 7.- Implicacién del ARN no codificante en la fisiologia neuronal. Se han descrito
diferentes actividades, como el crecimiento o las proyecciones de neuronas (a), las funciones
sinapticas (b) y la traduccion en sinapsis (c). © MDPI (Zimmer-Bensch, 2019).
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Por lo tanto, las actividades del ARN no codificante modulan la
neurogénesis cerebral, como se muestra a continuacion (Figura 8). Las
neuronas, los progenitores intermedios y las células de la glia radial basal son
producidas por células madre (conocidas como glia radial), ubicadas en la zona
ventricular (ZV). Curiosamente, la zona subventricular (ZSV) de los ratones se
expande significativamente en zonas internas (ZSVi) y externas (ZSVe) en
humanos. Las neuronas posmitoticas migran hacia la placa cortical (PC). No
resulta sorprendente que la corteza cerebral humana esté muy plegada, lo que
aumenta enormemente su area. Diferentes ARN no codificantes estan
involucrados en los siguientes eventos de las células progenitoras neurales: i)
impulsar la diferenciacién; ii) regular el equilibrio de autorrenovacién versus
diferenciacion; y iii) controlar la diferenciacion de las células delaminadoras
basales, a través de la regulacion del recambio.

Debe tenerse en cuenta que el ARN no codificante puede exportarse-
importarse entre células, a través de vesiculas de exosomas, que no deben
confundirse con los complejos de exosomas, como se indicd anteriormente
(Théry, 2011). Dicha comunicacion intercelular es un mecanismo poderoso que
mejora las propiedades postsinapticas, permitiendo el particular poder cognitivo
del cerebro humano (Zimmer-Bensch, 2019).
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Figura 8.- Implicacion del ARN no codificante en la neurogénesis cerebral. Se muestran
ejemplos de corteza cerebral de raton (a) y humana (b). © MDPI (Zimmer-Bensch, 2019).

Desafortunadamente, tal exquisita sofisticacion y complejidad que nos
hizo humanos también es propensa a gran cantidad de perturbaciones internas
y externas. A veces, pueden desencadenar cambios evolutivos utiles, como
hemos revisado recientemente en relacién con la evolucion de los primeros
hominidos a los humanos modernos (Dorado et al, 2018). Pero, lo mas
probable —como sucede con las mutaciones— es que sean nocivas y generen

ARQUEOBIOS (2020) 127 www.arqueobios.org



Revista ARCHAEOBIOS N° 14, Vol. 1 Diciembre 2020 ISSN 1996-5214

trastornos del desarrollo neurolégico, neurodegenerativo y neurosiquiatrico,
como el autismo y la esquizofrenia. Todo eso resalta la complejidad y fragilidad
unicas del cerebro humano (Mattick, 2011, 2012; Barry, 2014; Guennewig y
Cooper, 2014; Zimmer-Bensch, 2019).

Conclusiones finales y perspectivas de futuro

Se considera que el cerebro humano contiene mas de 85 millardos de
neuronas, interconectadas con 10 veces mas sinapsis (Guennewig y Cooper,
2014). Sin embargo, parece que no solo eso nos hizo humanos. Los avances
en la secuenciacion de acidos nucleicos de los ultimos afos, a los que hemos
contribuido (Lario et al, 1997), estan descubriendo un escenario alucinante.
Ahora se considera que el ARN no codificante ha desempefiado un papel
central en el desarrollo de la complejidad del organismo, en general, asi como
también en el aumento del tamafo del cerebro y —lo que es mas significativo—
la capacidad cognitiva que nos convirtié en humanos, en particular. Este nuevo
conocimiento desafia las concepciones previas de la evolucidn bioldgica
responsable del origen de la humanidad. Parece ahora que la epigenética ha
jugado, y esta desempefiando, un papel relevante en la regulacién de la
expresion génica, en general, y en el cerebro, en particular. Algunos incluso lo
han propuesto como un mecanismo que contribuye a una herencia plastica y
dinamica (Mattick, 2011, 2012). La posibilidad futura de secuenciar
directamente el ARN antiguo (ARNa), que hemos revisado (Dorado et al, 2016),
cobra especial relevancia en este escenario. AUn mas, aunque inicialmente se
pensd que el llamado ARN no codificante no codificaba péptidos (como su
nombre indica), recientemente se ha descubierto que algunos de ellos
realmente codifican péptidos cortos funcionales (micropéptidos). Mas
importante aun, algunos de ellos estan involucrados en el desarrollo del
cerebro (Zimmer-Bensch, 2019). jLas perspectivas futuras de investigacion en
estas areas son fascinantes!
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