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Resumen

El anadlisis transcriptémico por RNA-seq es una herramienta clave para caracterizar los programas de
expresion génica que sustentan los mecanismos moleculares implicados en enfermedad, asi como para
identificar biomarcadores con potencial diagndstico, prondstico o terapéutico. Aunque, existen diversos
métodos y herramientas para el analisis del RNA-seq, estos métodos estan dispersos, requieren experiencia
técnica, generan salidas heterogéneas, y rara vez producen directamente resultados integrados, orientados
a interpretacion biologica. En este trabajo se presenta un procedimiento automatizado de analisis
transcriptémico disefiado para transformar datos crudos RNA-seq humano en resultados directamente
interpretables desde el punto de vista bioldgico. La aproximacion integra el control de calidad de las lecturas,
su alineamiento al genoma de referencia, el ensamblado, la cuantificacién de la expresion génica, la
identificacion de genes diferencialmente expresados entre condiciones y varios niveles complementarios
de interpretacion funcional, incluyendo enriquecimiento en términos GO y rutas KEGG, andlisis de
enriquecimiento de conjuntos génicos y redes de interaccién proteina-proteina. El procedimiento se evalu6
sobre datos de RNA-seq de 10 lineas celulares de cancer humano, lo que permitié identificar miles de genes
con cambios significativos de expresion y revelar alteraciones coordinadas en procesos relacionados con
desarrollo, organizacion tisular, matriz extracelular, regulacion de la adhesion celular, asi como en mdltiples
procesos y vias funcionales implicados en fenotipos tumorales. La integracion de analisis basados en genes
individuales y en conjuntos génicos facilita detectar tanto cambios puntuales como reprogramaciones
funcionales globales. A diferencia de estudios centrados en andlisis aislados, esta estrategia proporciona
una solucién integrada, reproducible y orientada a la interpretacion mecanistica, que acelera la transicion
desde datos transcriptémicos hasta hipotesis sobre mecanismos moleculares y candidatos a biomarcador.
El procedimiento constituye asi una plataforma versatil para estudios de sefalizacion celular y para el
descubrimiento sistematico de firmas transcriptomicas asociadas a estados bioldgicos y patoldgicos.
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Introduccién

La secuenciacion de RNA (RNA-seq) se ha consolidado como la tecnologia de referencia para el estudio
de la expresion génica en sistemas bioldgicos complejos, permitiendo caracterizar estados celulares,
procesos de diferenciacion y mecanismos moleculares asociados a enfermedad. Su aplicacion en oncologia
ha resultado especialmente relevante para la identificacion de biomarcadores, la estratificacion tumoral y
la comprension de alteraciones en rutas de sefializacion [1].

Sin embargo, la creciente complejidad de los analisis transcriptomicos no reside tinicamente en las etapas
iniciales de procesamiento de datos, sino en la interpretacion biologica integrada de los resultados. Aunque
existen numerosas herramientas para cuantificacion, expresion diferencial y analisis funcional, estas suelen
generar salidas fragmentadas y dificilmente integrables, lo que dificulta la transicion desde matrices de
expresion hasta interpretaciones mecanisticas verificables [2].

En este contexto, el presente trabajo introduce una herramienta automatizada para el analisis
transcriptomico integrado, disefiada especificamente para transformar datos crudos RNA-seq humano en
resultados directamente interpretables desde el punto de vista bioldgico. A diferencia de pipelines centrados
en aspectos computacionales, este enfoque pone el acento en la coherencia bioldgica, la integracion de
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multiples niveles de analisis funcional y la generacion de tablas finales que facilitan la exploracion
mecanistica de los datos.

Materiales y métodos

Conjunto de datos

La herramienta desarrollada se evalué utilizando datos publicos de RNA-seq correspondientes a lineas
celulares humanas, procedentes de la base de datos NCBI Sequence Read Archive (SRA). El conjunto de
datos analizado comprende 14 muestras de RNA-seq en modo paired-end, derivadas de 10 lineas celulares
distintas. En concreto, se incluyeron muestras de las siguientes lineas: PC3 (adenocarcinoma de prostata),
MCF-7 (adenocarcinoma de mama), HepG2 (hepatocarcinoma), HEK293 (rifion embrionario humano),
CACO-2 (adenocarcinoma colorrectal), A-549 (adenocarcinoma de pulmoén), U20S (osteosarcoma), U-
251 MG (glioblastoma), A431 (carcinoma epidermoide) y SH-SYSY (neuroblastoma). (National Center for
Biotechnology Information, Sequence Read Archive.)

Estas lineas celulares abarcan origenes tisulares diversos —epitelial, mesenquimal y neural— y presentan
programas transcriptdmicos claramente diferenciados, lo que las convierte en un conjunto de datos
adecuado para evaluar herramientas orientadas a la interpretacion funcional integrada del transcriptoma,
mas alla de comparaciones especificas entre dos condiciones experimentales.

Control de calidad

El control de calidad preliminar se realizé con fastp [3], aplicando filtros multiparamétricos sobre lecturas
crudas para eliminar secuencias de baja calidad y adaptadores. Se generaron informes con estadisticas
detalladas de calidad por muestra (puntuacioén Phred, contenido GC y longitud de lectura), para verificar la
idoneidad de los datos antes del alineamiento.

Alineamiento

El alineamiento a GRCh38 se ejecuté con HISAT2 [4], empleando parametros optimizados para datos
paired-end. Se calcularon métricas de calidad de alineamiento y se generaron archivos BAM ordenados,
listos para la cuantificacion.

Ensamblaje transcriptémico

La reconstruccion de transcritos se realizd con StringTie [5] mediante un ensamblaje transcriptomico
guiado por referencia, integrando anotaciones GTF existentes como guia. Se generaron tablas consolidadas
que reunian los resultados de forma ordenada junto a las anotaciones génicas, facilitando el analisis
downstream.

Cuantificacion de la expresion génica

La cuantificacion se realizd a nivel génico a partir de archivos BAM alineados al genoma humano de
referencia (GRCh38). Los conteos de lecturas por gen se obtuvieron con featureCounts [6], empleando
anotaciones génicas curadas y estables. Los identificadores génicos se armonizaron y se mapearon a
identificadores Ensembl, descartando aquellos genes con asignacion ambigua o sin correspondencia
inequivoca. Adicionalmente, se calcularon métricas normalizadas (FPKM y TPM) con fines descriptivos y
de visualizacion, manteniendo los conteos crudos como entrada para los analisis estadisticos posteriores.

Analisis de expresion diferencial

Las comparaciones entre condiciones se realizaron mediante modelos estadisticos adecuados al disefio
experimental. Para comparaciones con replicacion biologica se aplicaron modelos basados en distribucion
binomial mediante DESeq2 [7], mientras que las comparaciones exploratorias sin réplicas se abordaron
mediante enfoques alternativos con edgeR [8], interpretandose con cautela [7,8].

Los genes diferencialmente expresados (DEGs) se definieron mediante umbrales estrictos de magnitud de
cambio y significacion estadistica, generandose tablas especificas para genes sobreexpresados y
subexpresados.

Interpretacion funcional integrada

La interpretacion biologica constituye el nicleo diferencial de la herramienta desarrollada. Para cada
comparacion se realizaron analisis complementarios de enriquecimiento funcional (GO y KEGG), analisis
de enriquecimiento de conjuntos génicos (GSEA) y redes de interaccion proteina-proteina [2,9,10].



e Enriquecimiento funcional en ontologias génicas (GO)

e  Analisis de rutas (KEGG)

e Analisis de enriquecimiento de conjuntos génicos (GSEA)
e Redes de interaccion proteina-proteina

Los resultados se integraron en estructuras de salida coherentes, organizadas por comparacion y condicion,
permitiendo identificar tanto cambios puntuales como reprogramaciones funcionales globales.

Resultados

Como se resume en la figura 1, el flujo de trabajo integra el control de calidad de las lecturas, su
alineamiento al genoma de referencia, el ensamblado, y la cuantificacion, asi como el andlisis de expresion
diferencial y la interpretacion funcional, con el objetivo de generar resultados directamente interpretables
desde el punto de vista bioldgico.

Lecturas crudas de RNA-seq

Ensamblaje transcriptémico

» Reconstruccion guiada por referencia
= Guia por anotaciones GTF GRCh38
= Anotacion funcional por gen

Control de calidad Alineamiento al genoma humano GRCh38
+ Eliminacion de adaptadores = Alineamiento paired-end
+ Eliminacion de lecturas de baja calidad « BAM ordenados con métricas de calidad

Cuantificacion y anotacién

+ Conteos a nivel génico

+ I|dentificadores génicos curados
+ Anotacion funcional por gen

Resultados orientados a biologia Interpretacién funcional integrada

+ Tablas de resultados estandarizadas * Enriguecimiento GO y KEGG

* Procesos, rutas y modulos funcionales = Analisis GSEA

+ Candidatos a biomarcadoresy mecanismos « Redes de interaccion proteina-proteina

Analisis de expresion diferencial
+ DESeq2 (con réplicas biolégicas)
+ edgeR (analisis exploratorio)

Figura 1. Esquema simplificado del flujo de andlisis transcriptomico automatizado desarrollado en este
estudio. El procedimiento transforma datos crudos de RNA-seq humano en resultados biologicamente
interpretables mediante el control de calidad de las lecturas, el alineamiento al genoma humano de
referencia (GRCh38), el ensamblaje transcriptomico guiado por referencia, la cuantificacion de la
expresion génica, el analisis de expresion diferencial y una interpretacion funcional integrada,
permitiendo identificar procesos biologicos alterados, rutas de sefializacion y posibles biomarcadores.

El control de calidad identifico y elimind adaptadores, lecturas de baja calidad y contaminantes, mejorando
significativamente los Phred scores promedio (>Q30) y asegurando homogeneidad en el contenido GC y
en la longitud de las lecturas. Se consigui6 alinear eficientemente >90% de los fragmentos paired-end al
genoma GRCh38, generando archivos BAM con altas tasas de mapeo tinico, bajos duplicados y cobertura
uniforme de regiones génicas transcritas.

En relacion con el panorama transcriptdmico general, la cuantificacion permitié detectar expresion génica
robusta en decenas de miles de genes, con patrones claramente diferenciados entre lineas celulares. El
filtrado por estabilidad y anotacién redujo la complejidad inicial, aumentando la fiabilidad bioldgica del
conjunto final de genes analizados.
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Figura 2. Graficos de volcan de dos comparaciones representativas con alto nimero de genes
diferencialmente expresados (CACO-2 vs MCF-7 y U-251 MG vs MCF-7). Se muestran en rojo los
genes sobreexpresados en CACO-2 y U-251 MG, en azul los genes sobreexpresados en MCF-7 y en
gris los genes no significativos (log2FC > 1; p ajustado < 0.05).



En cuanto a los genes diferencialmente expresados, el analisis identifico miles de genes con cambios
significativos entre condiciones, incluyendo reguladores de desarrollo, componentes de la matriz
extracelular y genes asociados a adhesion celular y migracion. Como se muestra en la figura 2, los graficos
de volcan resumen la magnitud (log2FC) y la significacion (p ajustado) de los genes diferencialmente
expresados en dos comparaciones representativas (CACO-2 vs MCF-7 y U-251 MG vs MCF-7).

Respecto a las alteraciones funcionales coordinadas, los analisis de enriquecimiento funcional revelaron
una regulacion convergente de procesos biologicos relacionados con organizacion tisular, sefializacion
celular, remodelado de la matriz extracelular y programas de diferenciacion, coherentes con los fenotipos
de las lineas analizadas.

Ademas, el analisis GSEA permitié detectar firmas transcriptomicas consistentes incluso en casos donde
los cambios individuales no alcanzaban significacion estadistica, reforzando la interpretacion a nivel de
sistemas biologicos [9].

Finalmente, la integracion de interacciones proteina-proteina destacd modulos funcionales densamente
conectados, sugiriendo la activacion conjunta de rutas moleculares relevantes y facilitando la identificacion
de genes candidatos con potencial interés como biomarcadores [10].

Discusion
Este trabajo presenta una herramienta de analisis transcriptdmico que trasciende la ejecucion secuencial de
métodos estandar, priorizando la interpretacion bioldgica integrada de los resultados. La principal

aportacion del TFM radica en la estructuracion sistematica de salidas orientadas al bidlogo experimental,
reduciendo la barrera entre analisis bioinformatico y generacion de hipdtesis biologicas.

A diferencia de pipelines centrados en optimizacién computacional, esta estrategia enfatiza la coherencia
funcional, la trazabilidad de los resultados y la posibilidad de explorar los datos desde multiples niveles de
organizacion bioldgica. La integracion de analisis basados en genes individuales y conjuntos génicos
permite capturar tanto eventos discretos como reprogramaciones transcriptomicas globales.

Si bien el procedimiento se evalu6 en lineas celulares tumorales, su disefio modular lo hace aplicable a
otros contextos bioldgicos y patologicos. Futuras extensiones podrian incorporar otros tipos de datos
omicos y aumentar la flexibilidad frente a disefios experimentales complejos [11]. La herramienta
desarrollada constituye una plataforma reproducible y orientada a la interpretacion bioldgica para el analisis
de datos de RNA-seq humano. Su aplicacion facilita la transicion desde datos transcriptomicos hasta
hipotesis mecanisticas, acelerando el descubrimiento de firmas transcriptomicas y biomarcadores.
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