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Resumen 
 

El presente trabajo de suficiencia profesional expone demostraciones del cumplimiento del 

perfil de egreso de la carrera de biología de la UPCH por parte de Daniel Guerra Giraldez.  

Los aportes científicos cubren la estructura y paisaje energético del inicio de la transcripción, 

los efectos del ppGpp en la iniciación y la elongación, y la caracterización de la dinámica de la 

enzima ARN polimerasa de M. tuberculosis (MtbRNAP). Combinando el uso de pinzas 

ópticas, nucleótidos marcados, microscopía de fuerza atómica (AFM), y fluorescencia, se ha 

demostrado el rol preponderante del enrollamiento como determinante de la estabilidad del 

complejo de iniciación de la transcripción (RPo) en E. coli, donde resulta antagonista a la 

acción de ppGpp y catalizador de la tanto la apertura del ADN como del escape de promotor. 

Se discute las perspectivas de estudio sobre la interacción entre el superenrollamiento 

topológico del ADN y el enrollamiento en complejos de transcripción. Mediante la 

manipulación de enzimas ARN polimerasas individuales durante la elongación de la 

transcripción, se realiza la caracterización inicial de la actividad de MtbRNAP y del efecto del 

ppGpp sobre la enzima de E. coli. Además, para favorecer nuevos estudios en MtbRNAP, se 

fabricaron dos sistemas de expresión, uno basado en plásmidos con usaje de codones 

optimizado y otro basado en la integración de genes de M. tuberculosis en el cromosoma de E. 

coli. Este último produce menos estrés a la bacteria portadora y permitirá el uso de genes 

reporteros fluorescentes GFP y RFP para cuantificar las actividades de MtbRNAP. 

El cumplimiento de los aspectos del perfil del biólogo referidos al trabajo interdisciplinario, en 

equipo, en el marco de la ética y comprometido con el bienestar y el progreso de la sociedad, 

se respaldan con documentos anexos que sustentan el desempeño profesional del postulante. 

Palabras claves: ARN polimerasa, RNAP, transcripción, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis. 
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Abstract 
 

The present document seeks to demonstrate the fulfillment of the biologist graduation profile 

of the UPCH by Daniel Guerra Giraldez. 

The scientific contributions described here cover the structure and energetic landscape of 

transcription initiation, the effects of ppGpp on transcription initiation and elongation 

processes, and the characterization of the M. tuberculosis RNA polymerase enzyme 

(MtbRNAP) dynamics. Combining the use of optical tweezers, labeled nucleotides, atomic 

force microscopy (AFM), and fluorescence, we identify DNA wrapping as a contributor to the 

stability of the transcription initiation complex (RPo) in E. coli, where it is antagonistic to the 

action of ppGpp and a catalyst for the opening of DNA. A possible interaction between the 

topological supercoiling of DNA and its wrapping around transcription complexes is discussed. 

The manipulation of single RNA polymerase enzymes during transcription elongation allowed 

the initial characterization of MtbRNAP activity and measuring the effect of ppGpp on the E. 

coli enzyme. Additionally, to favour new studies in MtbRNAP, two expression systems were 

manufactured, one based on plasmids with optimized codon usage and the other based on the 

integration of M. tuberculosis genes into the E. coli chromosome. The latter produces less stress 

to the carrier bacteria and will allow the use of fluorescent reporter genes GFP and RFP to 

rapidly quantify the activity of MtbRNAP in the presence of inhibitors. 

The attached documents support the professional performance of the applicant in compliance 

with the aspects of the biologist's profile referring to interdisciplinarity, teamwork, ethics, and 

commitment to the well-being and progress of society. 

Keywords: RNA polymerase, RNAP, transcription, Escherichia coli, Mycobacterium 

tuberculosis.
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Perfil de Egreso de la Carrera profesional 
de Biología 
 

El egresado de la carrera de Biología de la UPCH posee una sólida formación teórica y 

metodológica en las ciencias biológicas que le permite comprender el origen y las bases del 

funcionamiento de los seres vivos en sus diversos niveles de organización. Integra los 

conocimientos de diferentes disciplinas, es proactivo, realiza trabajo interdisciplinario y en 

equipo, y tiene capacidad de auto-aprendizaje. Se caracteriza por un pensamiento científico 

que se desenvuelve en el marco de la ética y mediante el cual identifica problemas y genera 

estrategias para su estudio y solución comprometido con el bienestar y el progreso de la 

sociedad. Busca y colecta información, analiza e interpreta datos, y genera conocimiento en 

las áreas biomédica, biotecnológica, genética y genómica, ecológica y en ciencias del medio 

ambiente, que comunica de forma efectiva. 

 

Para facilitar la revisión y consideración de los documentos presentados en dos capítulos y 

cinco anexos, se organiza este perfil profesional en las siguientes partes. 

Perfil de Egreso, Parte 1 

“…posee una sólida formación teórica y metodológica en las ciencias biológicas que le 

permite comprender el origen y las bases del funcionamiento de los seres vivos […] genera 

conocimiento en las áreas biomédica, biotecnológica, genética y genómica, ecológica y en 

ciencias del medio ambiente, que comunica de forma efectiva.” 
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En diez años como director del Laboratorio de Moléculas Individuales he contribuido con el 

conocimiento fundamental de la transcripción en procariotas con un enfoque propio de la 

biofísica molecular. Desde esta aproximación, he propuesto la integración de información de 

estructura, cinética y cambios de energía asociados a reacciones bioquímicas y a cambios 

mecánicos. La convergencia de diferentes disciplinas permite interpretar cómo las 

características físicas de las interacciones entre moléculas y sus movimientos logran que la 

célula albergue y transfiera información para subsistir. Esta producción se comunica al público 

en forma de tesis y artículos.  

Este aspecto se demuestra con el trabajo de revisión presentado como Capítulo 1. 

 

Perfil de Egreso, Parte 2 

“Integra los conocimientos de diferentes disciplinas, es proactivo, realiza trabajo 

interdisciplinario y en equipo, y tiene capacidad de auto-aprendizaje.” 

En particular, la necesidad de datos estructurales del complejo de iniciación de la transcripción 

me condujo a contactar al grupo de biología estructural LNNano, dirigido por Rodrigo 

Portugal, en el CNPEM, Campinas, Brasil. Para tener un contacto más cercano con la crío-

microscopía electrónica y el análisis de imágenes, asistí a una estadía de entrenamiento el año 

2017 conducida por dicho grupo de investigación. Desde entonces promuevo que la UPCH 

forme una capacidad propia en estas técnicas. Esta propuesta de desarrollo institucional fue 

publicada en el Acta Herediana y se presenta en el Capítulo 2. 

Para promover el trabajo en equipo en busca del progreso de la ciencia en el Perú, he liderado 

la formación de la Sociedad Peruana de Bioquímica y Biología Molecular. Esta asociación es 
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reconocida como grupo adherente de la International Union of Biochemistry and Molecular 

Biology. Dos referencias públicas a esta asociación se presentan en el Anexo 1. 

 

Perfil de Egreso, Parte 3 

“Se caracteriza por un pensamiento científico que se desenvuelve en el marco de la ética…” 

He sido accesitario en el comité de ética del INS-Niño San Borja. Esto consta en la 

comunicación presentada en el Anexo 2. 

Como todo investigador subvencionado por el CONCYTEC/FONDECYT, he aprobado el 

curso de conducta responsable en investigación. Este certificado se presenta en el Anexo 3. 

 

Perfil de Egreso, Parte 4 

“…comprometido con el bienestar y el progreso de la sociedad.” 

Motivado por contribuir a mejorar la educación en el Perú, he participado como asesor del 

SINEACE y consultor del MINEDU para la elaboración de estándares, currículo y material de 

apoyo para la educación en Ciencia y Tecnología. Estas actividades se detallan en el Anexo 4.   

Los proyectos que registro manifiestan la motivación de contribuir al bienestar y progreso de 

la sociedad a través de diferentes actividades. Las investigaciones sobre la transcripción en 

Mycobaterium tuberculosis se dirigen a contribuir en la lucha contra la resistencia antibiótica. 

La investigación en biosensores está dirigida a mejorar la educación secundaria en el Perú. La 

lista de estos proyectos se encuentra en el Anexo 5. 
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Capítulo 1 
Revisión de Estudios biofísicos de las ARN 

polimerasas de Escherichia coli y 

Mycobacterium tuberculosis 

 

En diez años bajo mi dirección, el Laboratorio de Moléculas Individuales ha contribuido con el 

conocimiento fundamental de la transcripción en procariotas con un enfoque propio de la biofísica 

molecular. Con esta aproximación, utilizamos una combinación de datos de estructura, cinética y 

cambios de energía asociados a reacciones bioquímicas y a cambios mecánicos, para interpretar cómo 

las características físicas de las interacciones entre moléculas y sus movimientos logran albergar y 

transferir la información biológica que permite a la célula subsistir. Esta información no está 

constituida únicamente por los genes, sino por las condiciones lógicas que regulan la actividad de cada 

uno. 

Este documento expone en forma aproximadamente cronológica algunos hallazgos e interpretaciones 

que hemos reportado en artículos y tesis. Al enfocarnos en el progreso de la comprensión de los 

sistemas estudiados solo se presentará una fracción de los resultados obtenidos, se obviará el 

planteamiento de múltiples hipótesis alternativas que surgieron en el camino y no se describirá 

detalladamente las metodologías utilizadas. Se concluye cada una de las dos partes con hipótesis 

adicionales y una propuesta para la pertinencia en M. tuberculosis de los hallazgos realizados en E. 

coli. 

0F

1 

  

 
1 Figura adaptada de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:MRNA.svg 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:MRNA.svg
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Abreviaturas 
 

CryoEM Crío-microscopía electrónica 

EcoRNAP ARN polimerasa de E. coli 

EcoRNAP∙70 Holoenzima ARN polimerasa de E. coli con factor sigma 70 

EcoRNAP∙A Holoenzima quimérica ARN polimerasa de E. coli con factor sigma A propio de M. 

tuberculosis 

GFP Proteína verde fluorescente 

MtbRNAP ARN polimerasa de Mycobacterium tuberculosis 

ppGpp Guanosina tetrafosfato 

RFP Proteína roja fluorescente 

RNAP ARN polimerasa 

RPo Complejo de iniciación de la transcripción 

70 Factor sigma 70, mayoritario en E. coli 

A Factor sigma A, mayoritario en M. tuberculosis 

TEM Microscopía electrónica de transmisión 
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Resumen 
 

Se expone a continuación los aportes científicos en transcripción bacteriana realizados en el 

Laboratorio de Moléculas Individuales, específicamente sobre: la estructura y paisaje 

energético del inicio de la transcripción, los efectos del ppGpp en la iniciación y la elongación, 

y la caracterización de la dinámica de MtbRNAP.  

Combinando el uso de pinzas ópticas, nucleótidos marcados, AFM, y fluorescencia, se ha 

demostrado el rol preponderante del enrollamiento como determinante de la estabilidad del 

RPo en E. coli, donde resulta antagonista a la acción de ppGpp y catalizador de la tanto la 

apertura del ADN como del escape de promotor. Se discute las perspectivas de estudio sobre 

la interacción entre el superenrollamiento topológico del ADN y el enrollamiento en complejos 

de transcripción. 

Mediante la manipulación de enzimas RNAP individuales durante la elongación de la 

transcripción, se realiza la caracterización inicial de la actividad de MtbRNAP y del efecto del 

ppGpp sobre EcoRNAP. Además, para favorecer nuevos estudios en MtbRNAP, se produjeron 

dos sistemas de expresión, uno basado en plásmidos con usaje de codones optimizado y otro 

basado en la integración de genes de M. tuberculosis en el cromosoma de E. coli. Este último 

produce menos estrés a la bacteria portadora y permitirá el uso de genes reporteros 

fluorescentes GFP y RFP para cuantificar las actividades de MtbRNAp y EcoRNAp en 

simultáneo y de manera específica sin necesidad de purificar las proteínas. 
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Abstract 
 

We present here the scientific contributions on bacterial transcription made in the Laboratory 

of Single Molecules, specifically on: the structure and energy landscape of transcription 

initiation, the effects of ppGpp on initiation and elongation, and the characterization of the 

dynamics of MtbRNAP. 

Combining the use of optical tweezers, radio-labeled nucleotides, AFM, and fluorescence, we 

have demonstrated the role of DNA wrapping as determinant of the RPo stability in E. coli. 

DNA wrapping antagonizes the inhibitory action of ppGpp and facilitates both the opening of 

DNA and the promoter escape. A possibility to study the interaction between topological DNA 

supercoiling and RPo DNA wrapping is discussed. 

By manipulating single RNAP enzymes during transcription elongation, the initial 

characterization of MtbRNAP activity and the effect of ppGpp on EcoRNAP were performed. 

In addition, to contribute to new studies in MtbRNAP, two expression systems were produced: 

one based on plasmids with E. coli-optimized codon usage and the other based on the 

integration of M. tuberculosis genes. into the chromosome of E. coli. The latter produces less 

stress on the carrier bacteria and will allow the use of GFP and RFP fluorescent reporter genes 

to quantify the activities of MtbRNAp and EcoRNAp simultaneously and specifically without 

the need to purify the proteins. 
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I. Introducción 
 

La transcripción es el puente entre la información que define a un organismo y la información 

que su supervivencia requiere en cada momento según la situación que atraviesa. Como tal, es 

un proceso esencial, continuo, finamente regulado y capaz de establecerse en estados o ‘modos’ 

de funcionamiento metaestables, que cambian como respuesta inteligente a las situaciones que 

vive la célula. 

Entre las bacterias, E. coli es el sistema más estudiado, en donde aproximadamente 1500 (en 

crecimiento lento) a 11 000 (en crecimiento rápido) moléculas de ARN polimerasa (RNAP) 

(Bremer & Dennis, 1996) tienen la misión de transcribir -según las necesidades del momento- 

la información de ~4500 genes, ubicados en ~1.5 milímetros de ADN (Keseler et al., 2009) 

que se encuentra compactado de manera dinámica al interior de un volumen total de 1.5 a 4.4 

femto litros (Volkmer & Heinemann, 2011). Dadas estas condiciones, la probabilidad de 

encuentro entre una RNAP y un segmento cualquiera de ADN no es baja. Sin embargo, para 

que llegue a darse el inicio de la transcripción de una secuencia, es necesario que, tras su 

encuentro fortuito en el espacio, RNAP y un segmento específico de ADN se orienten uno a 

otro y se transformen en una serie de pasos.   

El modelo actual del inicio de la transcripción (Kontur, Capp, Gries, Saecker, & Record, 2010; 

Kontur, Saecker, Capp, & Record, 2008; Saecker, Record, & Dehaseth, 2011; Ruff, Record, & 

Artsimovitch, 2015; Marchetti, Malinowska, Heller, & Wuite, 2017) consta de los siguientes 

pasos:  

𝑅 + 𝑃
𝑢𝑛𝑒
↔ 𝑅𝑃𝑐

𝑒𝑛𝑟𝑜𝑙𝑙𝑎
→     𝐼1

𝑎𝑏𝑟𝑒
→  𝐼2

𝑎𝑡𝑒𝑛𝑎𝑧𝑎
→     𝑅𝑃𝑜

𝑎𝑏𝑜𝑟𝑡𝑎
↔    

𝑒𝑠𝑐𝑎𝑝𝑎
→    𝑅𝑃𝑒𝑙𝑜𝑛𝑔 
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Donde R representa a la holoenzima RNAP, P al promotor, RPc al complejo cerrado, I1 e I2 a 

intermediarios cinéticos (Hawley & McClure, 1980), RPo al complejo abierto y RPelong al 

complejo de elongación ya alejado de las interacciones iniciales que tuvo con el promotor. Las 

transiciones entre estos estados consisten en: la unión reversible inicial de la enzima y el 

promotor, dada por difusión aleatoria; un primer paso de cambios de conformación que incluye 

el enrollamiento del ADN upstream del promotor sobre la superficie de la RNAP; la 

desnaturalización del ADN que abre la burbuja de transcripción, en donde 9-11 nucleótidos de 

ADN de hebra simple se abren al interior de la enzima y serán molde para la polimerización 

del ARN transcrito; se atenaza el ADN downstream al promotor en una suerte de abrazadera 

de la proteína (‘clamp’) que asegura una unión más estable (Kontur et al., 2008); se incorporan 

los primeros nucleótidos en un número crítico suficiente para obligar a la RNAP a translocarse 

en dirección downstream y escapar de sus contactos iniciales con el promotor. Por debajo del 

número crítico de nucleótidos (típicamente 6-11), el transcrito inicial de ARN puede ser 

expulsado del complejo, con lo que se regresa a la configuración RPo. La producción de estos 

transcritos pequeños sin translocación de la enzima se llama iniciación abortiva y es típica de 

los promotores que forman complejos RPo más estables. Se piensa que la polimerización de 

los nucleótidos iniciales sin translocación del complejo provoca una compresión del ADN al 

interior de la enzima (‘scrunching’), lo que acumularía la energía necesaria, como si fuera un 

resorte, para disparar la ruptura de interacciones entre la RNAP y el promotor (Kapanidis et 

al., 2006; Henderson et al., 2017).  

La barrera física más notoria para la iniciación es la desnaturalización que forma la burbuja de 

transcripción, proceso que ocurre impulsado por cambios configuracionales y energías de 

interacción, sin la participación de helicasas o la hidrólisis de enlaces fosfato. Una vez formada 

la burbuja de transcripción, esta puede propagarse sin costo energético neto pues, como viaja 

una onda, la apertura de una base (adelante) se ‘paga’ con la energía de cierre de otra base 
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(detrás). Entonces, es necesario el concurso de secuencias e interacciones específicas para 

iniciar un proceso que puede luego propagarse sin importar la secuencia del gen que prosigue.   

Motivado por la existencia de polimorfismos en RNAP asociados a la resistencia antibiótica, 

decidí investigar al detalle el funcionamiento de esta enzima. Usando un microscopio de fuerza 

atómica (AFM) propuse observar complejos individuales de iniciación, para indagar si las 

mutaciones o las interacciones con reguladores podían alterarlos de alguna manera que 

pudiéramos detectar. Por otro lado, usando pinzas ópticas, también podríamos cuantificar 

alteraciones en el proceso de elongación de manera muy detallada. Con estas ideas y con la 

propuesta adicional de transferir lo hallado a la enzima de Mycobaterium tuberculosis, se 

obtuvo el financiamiento del Fogarty Institute de los NIH el año 20102. Lo que sigue es una 

historia de hallazgos que, aunque con una ruta muy diferente a la propuesta inicialmente, 

contribuyen en suma a la comprensión de la transcripción con un nuevo esquema del paisaje 

energético de la iniciación. Discutiré además cómo estos sistemas experimentales podrán 

utilizarse para abordar nuevos retos de investigación. 

 

II. Transcripción en Escherichia coli. 
 

Iniciación de la transcripción 
Diversos laboratorios observaron que al tratar un complejo de iniciación de transcripción con 

DNAsas, la porción de ADN protegida era más extensa que la dimensión de la RNAP. Con la 

proteína midiendo unos 10 nm de largo, no se explica directamente la protección de una 

extensión de 30 nm de ADN (~100 bp) o más.  Por ello, se propuso que el ADN estaba 

enrollado, envolviendo la superficie de la RNAP, lo que explicaría por qué no se encuentra 

disponible para la digestión por DNAsas. – una revisión en (Coulombe & Burton, 1999). 

 
2 Fogarty International Research Collaboration Basic Biomedical (FIRCA-BB) Research Award (R03) 
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En 1998, Rivetti et al. publican una observación más directa de esta configuración enrollada, 

al medir mediante AFM la longitud del ADN en interacción con RNAP. A diferencia del ADN 

libre o del ADN en interacción inespecífica con RNAP, los complejos de iniciación formados 

en el promotor pR mostraron una compactación del ADN en casi 30 nm (Rivetti, Guthold, & 

Bustamante, 1999). Entre los años 2008 y 2010, Piere Rodríguez reproduce en el Laboratorio 

de Moléculas Individuales estas observaciones y, además, descubre que al pre-incubar la 

enzima RNAP con guanosina tetrafosfato (ppGpp), la compactación se reduce sustancialmente 

(Rodríguez, 2011). El ppGpp es un metabolito presente en todas las Eubacterias conocidas que 

sirve como señal de inanición.  En el año 2009 se conocía su acción como regulador de la 

transcripción, principalmente como un desestabilizador de los complejos de iniciación. Sin 

embargo, no se conocía su sitio de unión, ni se tenía claro el principio físico de su función. 

Estos fueron descritos con mayor detalle a partir de la publicación de la estructura 3D de la 

RNAP de E. coli el año 2013 (Zuo, Wang, & Steitz, 2013).  

Jorge Bardales probó la influencia de concentraciones no-saturantes de ppGpp y obtuvo una 

estimación de subpoblaciones de complejos sin ppGpp (con enrollamiento) y con ppGpp (sin 

enrollamiento) presentes en simultáneo de manera dependiente de la concentración. Esta 

dependencia de la concentración confirmó la relación causal de la unión del ppGpp a la ARN 

polimerasa y el cambio conformacional del RPo a una forma con menor enrollamiento. Sus 

resultados también indicaron una pérdida del enrollamiento cuando la enzima pasa al estado de 

elongación en la posición +70 (Bardales-Mendieta, 2012). 

Una extensa serie de experimentos indicó que el RPo estable formado en el promotor pR 

perdía parcialmente su estabilidad y enrollamiento con ppGpp, pero recuperaba ambos al unirse 

a la proteína reguladora DksA., mientras que no recibe influencia por nucleótidos. Por otro 

lado, el RPo formado en un promotor inestable, el rrnB P1, presenta poco enrollamiento y no 
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lo pierde más con ppGpp, mientras que el DksA compite con lo nucleótidos y evita la 

estabilización provocada por estos (Doniselli et al., 2015).  

Gracias a la cuantificación de los estados llegamos a un cálculo de constante de equilibrio y 

cambio de energía libre para la formación del RPo en cada condición. La influencia del ppGpp 

y DksA sobre la estabilidad de los RPo en los promotores y rrnB P1 se resumen en la Tabla 1 

y la Tabla 2. Los efectos de ppGpp en iniciación son consistentes con un debilitamiento de la 

interacción ADN-proteína y se resumen de manera cualitativa en la Figura 1.  

Promotor Modulador Moléculas 
de ADN 
totales 

Complejos 
específicos 

Complejos 
inespecíficos 

% de 
ADN 
ocupado 

Kd (nM) G 
(kJ/mol) 

rrnB P1 - 4896 352 2615 6.7 % 31.9 -42.7 

rrnB P1 200 uM 
ppGpp 

5470 333 2055 6.1 % 40.4 -42.1 

rrnB P1 650 nM 
DksA 

7541 345 2133 4.6 % 59.0 -41.2 

rrnB P1 200 uM 
ppGpp + 
650 nM 
DksA 

9626 337 2692 3.5 % 76.9 -40.5 

Tabla 1. Efectos del ppGpp y DksA sobre el promotor rrnB P1. Todos los datos 

corresponden a complejos estabilizados por la adición de los nucleótidos iniciales ATP 

y CTP. Comparando los cambios de energía libre puede obtenerse el efecto de cada 

modulador sobre la estabilidad del RPo: G ppGpp = +0.6 kJ/mol, G DksA = +1.5 

kJ/mol; G ppGpp+DksA, +2.2 kJ/mol. Dado que 0.6 kJ/mol + 1.5 kJ/mol ≈2.2 kJ/mol, 

puede concluirse que los efectos de desestabilización por ppGpp y DksA sobre la 

formación del complejo RPo en rrnB P1 son independientes y aditivos. Tomado de 

(Doniselli et al., 2015) 

 

Promoto
r 

Modulado
r 

iNTP
s 

Molécula
s de ADN 
totales 

Complejos 
específico
s 

Complejos 
inespecífico
s 

% de 
ADN 
ocupad
o 

Kd 
(nM
) 

G 
(kJ/mol
) 

pR -- -- 1401 336 1429 0.239 3.1 -48.5 

pR -- ATP 
+ 
UTP 

1443 339 1471 0.235 2.9 -48.7 

pR 200 mM 
ppGpp 

-- 7156 347 1547 0.049 58.3 -41.2 
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pR 200 mM 
ppGpp 

ATP 
+ 
UTP 

2972 342 2020 0.115 14.7 -44.6 

pR 200 mM 
ppGpp 
650 nM 
DksA 

-- 3373 356 1399 0.106 20.0 -43.9 

Tabla 2. Efectos del ppGpp y DksA sobre el promotor pR. Nótese que en todos los 

casos la estabilidad del RPo en este promotor es superior que en rrnB P1. Al ser un 

RPo tan estable, la adición de los nucleótidos iniciales ATP y UTP no tiene efecto 

significativo. Sin embargo, ante la adición de 200 uM ppGpp, el complejo se torna 

menos estable (tiene además menos enrollamiento) y es sensible a la estabilización 

por iNTPs. Interesantemente, la adición de DksA, que compite por el sitio de unión 

con los nucleótidos iniciales, estabiliza ligeramente al RPo previamente 

desestabilizado. Este efecto es consistente con otro reporte (Łyzen, Kochanowska, 

Wegrzyn, & Szalewska-Palasz, 2009)y con el hecho de ser abolido por un exceso de 

NTPs (no mostrado). Tomado de (Doniselli et al., 2015) 

 

 

Figura 1. Algunas acciones de los nucleótidos iniciales (iNTPs), DksA y ppGpp sobre 
el complejo de iniciación con enrollamiento. El promotor menos estable, rrnB P1, con 
solo contactos proximales, requiere ser estabilizado por iNTPs, efecto que es inhibido 

por DksA. El promotor más estable, pR, con contactos distales, se convierte en un 
complejo menos estable en presencia de ppGpp y se torna susceptible a la influencia 
de los iNTPs. Nota: Este esquema no explica la recuperación de contactos distales en 

pR ante la adición de DksA, ni la desestabilización de rrnB P1 por ppGpp. 

 

Dado que el ppGpp es un regulador de amplio espectro de la transcripción, esta serie de 

resultados fue la primera evidencia de la relevancia del enrollamiento para regular la formación 

de posiblemente la mayoría de los complejos de iniciación. Ampliando el set de observaciones, 

Regulación negativa 
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Lucas Tafur estudió la configuración de los promotores rrnB P1 y P2, que se ubican 

naturalmente en tándem, uno seguido del otro. Encontró que ambos podían ser poblados 

simultáneamente, pero que cuando esto ocurría, se provocaba un enrollamiento menor. Así, se 

propuso el enrollamiento como parte de un mecanismo de interferencia entre los dos 

promotores (Tafur Petrozzi, 2014). Sin embargo, no se llegó a confirmar que ambos RPo eran 

transcripcionalmente activos simultáneamente. 

Para estudiar con mayor profundidad la influencia del enrollamiento sobre la iniciación de la 

transcripción, se pasó a manipular directamente el ADN envuelto, utilizando pinzas ópticas. 

Así, gracias al trabajo de Robert Sosa hallamos que, al jalar los dos extremos del ADN de un 

RPo, el ADN se desenrolla en una transición totalmente cooperativa, y que esta se revierte 

espontáneamente al reducir la tensión. Gracias a que este ejercicio de tensión - 

¡sorprendentemente! - no induce la disociación del RPo, se pudo cuantificar con precisión la 

energía involucrada en el enrollamiento para dos promotores de alta estabilidad susceptibles 

de ser estudiados con esta técnica: pR y BLA. La influencia de mutaciones, concentración de 

iones, glutamato y ppGpp fue medida para el enrollamiento en pR. Los cambios a una mayor 

o menor estabilidad del enrollamiento coincidieron en todos los casos con medidas semejantes 

reportadas para la estabilidad total del RPo (Sosa-Principe, 2017). Más aun, la estabilidad del 

enrollamiento, 12.9 kcal/mol, resultó sorprendentemente cercana en magnitud a la estabilidad 

total del RPo 16.2 kcal/mol medida por otras técnicas. 
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Figura 2: Geometría para el estudio de enrollamiento en pinzas ópticas. Se observa 

que el complejo enrollado es capturado a partir de los extremos del DNA por las 

modificaciones en el extremo 5´ y 3´ con digoxigenina (rojo) y biotina (verde), 

respectivamente. Cada extremo es capturado por una bolita que tiene estreptavidina 

o anti-digoxigenina inmovilizada. La bolita con anticuerpos anti-digoxigenina es 

manipulada por la trampa óptica, lo que causa el estiramiento (hasta 15 pN) o 

relajación (hasta 4 pN) del complejo DNA-proteína. Tomado de (Sosa-Principe, 2017). 

 

Por otro lado, gracias a la colaboración establecida con Rodrigo Portugal, líder científico del 

laboratorio LNNano del CNPEM, nuestro equipo detectó el ADN enrollado mediante análisis 

de partículas individuales (Single-Particle-Analysis, SPA) a partir de imágenes de microscopía 

electrónica de transmisión (TEM). Alfredo Florez construyó un modelo 3D de la superficie del 

complejo RPo en LambdaPR utilizando esta técnica, llegando a una resolución de 2 nm (Florez-

Ariza, 2018). Combinando este modelo con los datos provenientes de estructuras 

cristalográficas, se determinó que el ADN involucrado en el enrollamiento corresponde 

enteramente a secuencias upstream del promotor, hasta la posición -79. Además, las medidas 

encajaron perfectamente con la longitud del ADN enrollado y desenrollado en la transición 

reversible realizada por manipulación con pinzas ópticas. La construcción de un modelo con 

mayor resolución utilizando CryoEM podrá confirmar la posición de los contactos del ADN 

con las subunidades alfa de la ARN polimerasa, así como la existencia de una tensión en el 

ADN por torsión o la desnaturalización parcial de algunas pares de bases involucradas. Con 
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ello se espera además tener una base estructural para estimar la contribución de los contactos 

y la torsión a la estabilidad del RPo y posiblemente la dependencia de su aporte energético 

según la secuencia. 

A  

B  

Figura 3. Modelo 3D del complejo de iniciación. A, se señala los módulos 

directamente reconocibles de la enzima en la superficie del modelo. B, superposición 

con las coordenadas 3D correspondientes a la estructura cristalográfica y con un ADN 

upstream construido de novo siguiendo la estructura del modelo. Tomado de (Florez-

Ariza, 2018). 

 

Para interrogar cómo el enrollamiento influencia la reacción de asociación de la RNAP y el 

promotor (𝑅 + 𝑃 → 𝑅𝑃𝐶 → 𝐼1), la apertura del ADN (𝐼1 → 𝐼2) y el escape del promotor (𝑅𝑃𝑂 →

𝑅𝑃𝐸𝑙𝑜𝑛𝑔), Robert Sosa y César Díaz, en el laboratorio de Carlos Bustamante en UC-Berkeley, 

llevaron a cabo una serie de experimentos utilizando un dúplex de ADN marcado con 

fluorescencia en la posición +2 del promotor pR (fragmento limitado en las posiciones desde 



Capítulo 1 

19 
 

-100 hasta +18). Mediante el uso de diferentes condiciones de salinidad y mutaciones, se 

encontró que la estabilidad del enrollamiento no influye en la cinética de asociación 𝑅 + 𝑃, 

pero sí acelera la apertura 𝐼1 → 𝐼2, y el escape 𝑅𝑃𝑂 → 𝑅𝑃𝐸𝑙𝑜𝑛𝑔. Además, la adición de ppGpp 

no influyó sobre la asociación, pero sí redujo la velocidad de apertura del ADN a la mitad, 

efecto que fue mucho mayor (a casi un décimo) en ausencia de enrollamiento (con un 

constructo limitado en las posiciones desde -40 a +18 de pR).  

La interpretación resumida de todas estas observaciones es que el enrollamiento estabiliza al 

RPo, cataliza la apertura de la burbuja de transcripción en oposición al efecto del ppGpp, y 

favorece que el ‘scrunching’ sea efectivo en su función de provocar el escape del promotor.  

Elongación de la transcripción 
Robert Sosa colectó resultados de elongación de la transcripción por E. coli en el Laboratorio 

de Moléculas Individuales, en ausencia y presencia de ppGpp. Demostró que la velocidad libre 

de pausas se incrementa en presencia de ppGpp, de 11.24 ± 4.8 a 19.85 ± 5.45 nt/s. Una 

reducción de la ‘fricción’, por debilitamiento de las interacciones ADN-proteína durante la 

elongación es consistente con una mayor velocidad de traslación durante la elongación del 

transcrito y también durante la difusión sin sesgo que ocurre en las pausas. Se pudo estimar el 

parámetro difusivo del complejo de elongación aumenta a casi el triple en presencia de ppGpp 

(de 23.95 ±3.23 a 67.26 ±5.13 s-1), lo que podría interpretarse, según el modelo difusivo de la 

translocación de RNAP (Dangkulwanich et al., 2013), como un incremento de la vibración del 

complejo entre los estados pre y pos-translocación (Sosa-Principe, 2014). Sin embargo, 

faltaron datos para precisar la magnitud (o ausencia) de cambios en la distribución de pausas. 
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A           B  

Figura 4. Seguimiento de la elongación de la transcripción con pinzas ópticas. A. 

Geometría del experimento. La pipeta captura una microesfera de poliestireno con 

estreptavidina (verde), y esta se une a la biotina de la enzima RNAP-biotinilada 

(verde). La RNAP se encuentra unida como un complejo ternario de elongación, 

detenido debido a la ausencia de uno de los cuatro nucleótidos. El ADN modificado 

con digoxigenina (rombo rojo) se encuentra unido a otra microesfera capturada por 

la trampa óptica. Cuando se agregan una mezcla de los cuatro NTP, la RNAP jala al 

ADN, acortando la distancia entre las dos esferas. Mediante un sistema de 

retroalimentación, la trampa se desplaza, ‘persiguiendo’ el movimiento causado por 

la actividad de la RNAp. De esta manera se puede obtener el desplazamiento por 

unidad de tiempo (velocidad de transcripción) de la RNAP en la elongación. B. Ejemplo 

de una porción de trayectoria de transcripción de una RNAP individual. La traza de 

color azul representa los datos crudos. Cuando se aplica el filtro Savitzky-Golay (SG) y 

un umbral de tiempo de permanencia se seleccionan las pausas (rojo) y la elongación 

activa o ‘libre de pausas’ (negro). Tomado de (Sosa-Principe, 2014). 

Aunque el resultado de una transcripción ‘acelerada’ es sorprendente debido que en general el 

ppGpp reduce la actividad de transcripción in vitro, es consistente con la reducción de 

interacciones entre el ADN y la proteína RNAP. 

Hipótesis adicional 
El modelo 3D construido a partir de imágenes TEM permite reconocer que el ADN enrollado 

se encuentra en sentido de superenrollamiento negativo. Esto lleva a proponer una interacción 

nueva entre el grado de superenrollamiento del ADN y el inicio de la transcripción. El 

superenrollamiento negativo del ADN cromosómico o plasmídico aportaría (i) estabilidad del 

rizo de ADN formado por el enrollamiento sobre la ARN polimerasa, además de las maneras 

conocidas:  de tres maneras:, (ii) curvatura entre las posiciones -10 y -35 para el contacto con 

Tiempo (s) 
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el factor sigma (Aoyama & Takanami, 1988), (iii) inestabilidad de las interacciones Watson-

Crick para facilitar la apertura del ADN (Dorman & Dorman, 2016).   

Aun no se realizan estudios que puedan aislar y medir cómo este nuevo aporte del 

superenrollamiento a la estabilidad del RPo influencia la transcripción. Esto podría realizarse 

con un sistema plasmídico en el que se incluyan dos promotores en sentido opuesto. Un 

promotor A sería controlado por el experimentador para ser inhibido por completo, o transcrito 

en una medida regulada por un inductor. Este promotor inducido serviría para provocar una 

cantidad creciente de superenrollamiento negativo sobre un segundo promotor B, 

estimulándolo. La influencia de A sobre B debería depender de: el grado en que la actividad de 

B depende de la estabilidad de su enrollamiento en la superficie de RNAP; del grado en que la 

actividad de B depende de la curvatura entre sus hexanucleótidos -10 y -35; y del grado en que 

la actividad de B depende de la estabilidad del dúplex de su secuencia -12 a +1 (burbuja inicial 

de transcripción). Si al modificar únicamente las secuencias upstream de B, se altera la curva 

de influencia de A sobre B, se podría confirmar la hipótesis de que el enrollamiento del ADN 

en el RPo sirve de principio físico para la influencia del superenrollamiento sobre la actividad 

de un promotor.  

Este experimento podría realizarse con el gen RFP bajo el control de un promotor T7A1, 

reprimido por la proteína CymR, que permite la inducción creciente dependiente de la dosis de 

cumato añadida al medio de cultivo (Choi et al., 2010). Utilizando diferentes dosis de cumato 

y verificando la aparición de expresión creciente de RFP, podrá medirse la actividad del gen 

GFP controlado por distintos mutantes del promotor pR con mayor o menor estabilidad de 

enrollamiento. Probablemente, la versión del promotor con enrollamiento menos estable 

(MutB) presente una fuerte dependencia por grados altos de superenrollamiento (i.e. requiere 

alta actividad de expresión de RFP); mientras que la versión con enrollamiento más estable 
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(MutA) probablemente mostrará mayor influencia ejercida por grados bajos de 

superenrollamiento, con los grados altos ya imposibilitados de estimularlo más allá. 

A         B   

C  

Figura 5. Experimento para medir la influencia del superenrollamiento mediada por 

enrollamiento en RPo. A, en ausencia del inductor, solo se observa la expresión basal 

de GFP por el promotor pR. B, en presencia del inductor, la transcripción del gen RFP 

genera superenrollamiento negativo que influencia al promotor pR. C, interacción 

entre superenrollamiento del plásmido y enrollamiento del Rpo. Se predice que un 

complejo RPo de enrollamiento inestable será estimulado fuertemente solo por 

grados altos de superenrollamiento negativo; mientras, un complejo con 

enrollamiento estable no requiere el aporte del superenrollamiento y solo será 

influenciado en pequeña medida hasta alcanzar un máximo tempranamente.  
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III. Transcripción en Mycobacterium tuberculosis 
 

La enzima ARN polimerasa de M. tuberculosis es el blanco molecular del exitoso antibiótico 

de primera línea, Rifampicina. Por ello, y por la alta prevalencia de polimorfismos en esta 

enzima asociados a resistencia antibiótica, resulta de alto interés estudiarla. La confección de 

un sistema recombinante de producción de MtbRNAP tomó muchos años de estrategias 

alternativas ensayadas por Omar Herrera (O. Herrera-Asmat, 2012; O. C. Herrera-Asmat, 

2016). 

La co-expresión de los genes rpoA, rpoB, rpoC, rpoZ y rpoD para el ensamblado de la 

holoenzima 2’∙A, fue publicada poco después del trabajo de maestría de Omar Herrera 

(Banerjee, Rudra, Prajapati, Sengupta, & Mukhopadhyay, 2014). Adoptamos esta estrategia de 

producción utilizando versiones optimizadas de estos genes para su expresión tomando en 

cuenta el usaje de codones de E. coli. El rendimiento obtenido es de aproximadamente 1-2 mg 

de proteína purificada por litro de cultivo. Esta producción y el ensayo de la enzima en solución, 

así como inmovilizada en microesferas cubiertas de estreptavidina (beads) (O. Herrera-Asmat 

et al., 2017). 

Utilizando este sistema recombinante, y mejorando el protocolo de biotinilación, Keren 

Espinoza midió la actividad de elongación de moléculas individuales de MtbRNAP. Se 

determinó que, aunque la dependencia de fuerza y la distribución de pausas son 

aproximadamente similares, la elongación de MtbRNAP es sustancialmente más lenta que la 

de EcoRNAP, con una velocidad promedio de 6.5 0.4 nt/s (Espinoza-Huertas, 2018) frente a 

una velocidad superior a 10 nt/s reportada por diversos estudios en EcoRNAP (Adelman et al., 

2002; Davenport, Wuite, Landick, & Bustamante, 2000; Mejia, Mao, Forde, & Bustamante, 

2008; Neuman, Abbondanzieri, Landick, Gelles, & Block, 2003; Robert Sosa, 2014; Shaevitz, 

Abbondanzieri, Landick, & Block, 2003; Yin et al., 1995). 
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En busca de un sistema de expresión más estable, y con el objetivo adicional de lograr un 

sistema de ensayo de alto rendimiento para el hallazgo de nuevos inhibidores, se integró los 

cuatro genes de la enzima MtbRNAP en el cromosoma de una bacteria E. coli. Se pudo medir 

la actividad de MtbRNAP al interior de esta bacteria utilizando un plásmido reportero portando 

un promotor reconocido por esta enzima y el gen de GFP. La bacteria integrada con los genes 

de M. tuberculosis arrojó una fluorescencia leve al no ser inducida con IPTG, semejante en 

valor a la fluorescencia basal de una bacteria E. coli transformada únicamente con el plásmido 

reportero. Luego, ante la adición de 0.2 mM IPTG, únicamente la bacteria integrada mostró un 

incremento de la señal de fluorescencia, aproximadamente 10x superior a la basal.  

 

 

Figura 6. Funcionamiento de una bacteria reportera de la actividad MtbRNAP. Los 

genes para la expresión de MtbRNAP se hallan bajo el control de un promotor 

reconocido únicamente por la polimerasa T7. En la bacteria BL21(DE3) rec- (BLR) la 

producción de polimerasa T7 es inducida por la adición de IPTG. La enzima MtbRNAP 

expresada por T7 y correctamente ensamblada en E. coli puede reconocer un 

promotor específico, presente en un plásmido de alta copia. La fluorescencia GFP es 

indicador de la cantidad de actividad MtbRNAP presente en la célula. 

Por otro lado, la expresión de la subunidad A de M. tuberculosis en E. coli también permitió 

por sí sola la transcripción a partir del promotor sinP3, normalmente no reconocido por la 

enzima EcoRNAP o la holoenzima nativa EcoRNAP∙70. Aunque la producción de GFP por la 
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bacteria que expresa únicamente A fue inferior (aproximadamente 4x la fluorescencia basal) 

a la que expresa de manera completa MtbRNAP∙A, este resultado indica que A puede 

ensamblarse con EcoRNAP formando una holoenzima quimérica EcoRNAP∙A, que reconoce 

productivamente al promotor que hemos utilizado. Este resultado refuta lo reportado 

anteriormente para ensayos de EcoRNAP sobre sinP3 (Banerjee, Rudra, Saha, & 

Mukhopadhyay, 2015). Sin embargo, nuestro resultado es consistente con lo observado por 

otros investigadores que expresaron diversos factores sigma en E. coli y comprueban la 

formación de holoenzimas quiméricas (Chauhan et al., 2016). Para fines de medir la actividad 

de MtbRNAP∙A al interior de E. coli, como un sistema de ensayo de alto rendimiento de 

inhibidores, será importante considerar que una fracción importante (~40%) de la actividad 

observada corresponde a la enzima quimérica. 

En busca de una manera de normalizar y cuantificar de manera confiable la actividad de 

MtbRNAP, se incorporó el gen de una proteína fluorescente roja, RFP, bajo el control del 

promotor Lac, que es reconocido por EcoRNAP. De esta manera buscamos que la razón de las 

fluorescencias GFP/RFP sirviera para cuantificar la cantidad de actividad MtbRNAP por célula 

de E. coli. Sorprendentemente, la actividad del promotor Lac, distanciado del promotor sinP3 

por 300 pares de bases, resultó en un descenso de la actividad MtbRNAP∙A. Con el reportero 

simple (sinP3-GFP), la fluorescencia basal obtenida por la bacteria reportera expresando 

MtbRNAP∙A, alcanzó ~10x la fluorescencia obtenida por la bacteria E. coli sin proteínas de 

M. tuberculosis; en cambio, la misma bacteria en presencia del plásmido reportero doble 

(conteniendo Lac-RFP y sinP3-GFP) produjo tan solo ~3.75x de fluorescencia GFP con 

respecto a la basal. Curiosamente, la fluorescencia obtenida por la expresión de tan solo MtbA, 

presumiblemente producto de la enzima quimérica EcoRNA MtbA, se mantuvo semejante, 

incluso con un leve aumento de ~4x a ~5x. Esto indicaría que la actividad de transcripción del 
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promotor Lac afecta reduciendo el reconocimiento del promotor sinP3 por la holoenzima 

MtbRNAP∙A, mas no afecta mayormente dicho reconocimiento por parte de la holoenzima 

quimérica EcoRNA∙A. 

 

Hipótesis adicional 
Recientemente se ha publicado las coordenadas 3D de la enzima MtbRNAP∙A con ADN en 

la configuración RPo (Boyaci, Chen, Jansen, Darst, & Campbell, 2019). Sorprendentemente 

para nosotros, no se observa enrollamiento del ADN upstream del promotor en la superficie de 

la enzima. A pesar de que el dúplex utilizado para la toma de estos datos de CryoEM incluye 

desde la posición +30 hasta -60, los contactos ADN-proteína no alcanzan más allá de las 

posiciones +12 y -35. 

Si efectivamente MtbRNAP∙A no genera enrollamiento, y la holoenzima quimérica 

EcoRNAP∙A presumiblemente sí, esto podría relacionarse a las diferentes sensibilidades que 

estas enzimas tendrían a la actividad de un promotor vecino. En E. coli se ha demostrado que 

la actividad de un promotor es influenciada por la transcripción a partir de un promotor vecino 

debido a una la influencia que el superenrollamiento ejerce sobre la iniciación (Yeung et al., 

2017). Además de cambiar la curvatura del ADN y la energía necesaria para abrir la doble 

hebra (Aoyama & Takanami, 1988; Dorman & Dorman, 2016), el superenrollamiento ejercería 

influencia sobre la energía de enrollamiento en la superficie de la RNAP que, como hemos 

demostrado, es un factor mayoritario en la estabilización del complejo de iniciación. 

Para continuar los estudios, incluyendo la relación entre superenrollamiento topológico y el 

enrollamiento en el RPo, así como para el ensayo de nuevos inhibidores utilizando nuestra 

bacteria reportera, requerimos obtener una transcripción de GFP realizada exclusivamente por 

la holoenzima MtbRNAP∙A y eliminar la actividad de enzima quimérica. Para esto, 



Capítulo 1 

27 
 

proponemos: reducir la disponibilidad de A utilizando un promotor T7 mutado con 1/10 de 

actividad del natural; utilizar un promotor de M. tuberculosis con muy baja actividad para la 

expresión de GFP, de modo que esta sea altamente dependiente de la interacción de MtbRNAP 

con proteínas exclusivamente estimuladoras de esta enzima. Las proteínas CarD y RbpA son 

factores de transcripción propios del género Mycobacterium que se han visto no favorecen la 

transcripción por EcoRNAP ni por holoenzimas quiméricas EcoRNAP∙A (Bortoluzzi et al., 

2013; Davis, Chen, Leon, Darst, & Campbell, 2015; Hu, Morichaud, Perumal, Roquet-Baneres, 

& Brodolin, 2014; Rammohan et al., 2016). Esperamos que la combinación de reducir la 

disponibilidad de A, y reducir la actividad del promotor GFP hasta hacerla dependiente de la 

interacción con CarD y Rbpa será suficiente para generar un sistema exclusivo de medición 

rápida de la actividad MtbRNAP∙A in vivo.   
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IV. Conclusiones 
 

Los estudios biofísicos realizados en el Laboratorio de Moléculas Individuales han aportado 

conocimientos fundamentales en transcripción bacteriana, específicamente sobre: la estructura 

y paisaje energético del inicio de la transcripción, los efectos del ppGpp en la iniciación y la 

elongación, y la caracterización de la dinámica de MtbRNAP. 

Es paradójico que el enrollamiento de secuencias upstream al promotor haya sido reconocido 

desde hace muchos años y persista relativamente poco estudiado. Probablemente esto se deba 

a que es experimentalmente difícil disociar la reacción de unión ADN-Proteína y la reacción 

del cambio configuracional del ADN que ocurre de manera concomitante. Esta dificultad fue 

superada en nuestro laboratorio mediante la manipulación directa del ADN involucrado, 

utilizando pinzas ópticas. Aunque nuestros primeros experimentos con esta estrategia fueron 

exitosos el año 2013, su grado de novedad y profundas implicancias han dificultado su 

publicación hasta esta fecha, 2019. Solo la combinación de experimentos, incluyendo el uso de 

pinzas ópticas, nucleótidos marcados, AFM, y fluorescencia, ha permitido la redacción de un 

ambicioso artículo sobre el rol del enrollamiento como determinante de la estabilidad del RPo, 

antagonista de la acción de ppGpp y catalizador de la apertura del ADN y del escape de 

promotor. 

Por otro lado, aunque nuestra estrategia de expresión de MtbRNAP a partir de plásmidos (O. 

Herrera-Asmat et al., 2017), es semejante a otra reportada en fechas cercanas (Banerjee et al., 

2014), nuestro aporte de utilizar codones optimizados y la claridad del protocolo publicado 

significó que investigadores de diversas localidades solicitaran nuestro sistema (incluyendo a 

Katsuhiko Murakami de la Pennsylvania State University, y a Peter Lewis de la University of 

Newcastle, Australia).  Sin embargo, esta producción requiere mejoras. Hemos observado que 

el crecimiento de E. coli se reduce sustancialmente ante la inducción de la expresión de las 
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subunidades de MtbRNAP, y probablemente es por ello que encontramos una alta 

heterogeneidad entre un ejercicio y otro de expresión, ya que las bacterias se adaptan a reducir 

la expresión de los genes foráneos para sobrevivir. En este sentido, la bacteria con los genes de 

MtbRNAP integrados en el genoma puede ser una mejor alternativa, ya que no reduce su 

crecimiento y, usando el mismo gen reportero, llega a producir cerca de 10 veces más 

fluorescencia que la bacteria portadora de plásmidos.  

Identificamos dos perspectivas inmediatas a desarrollar con los sistemas aquí expuestos. 

Estudiar la relación entre el superenrollamiento topológico del cromosoma o plásmido y el 

enrollamiento del RPo implica un nuevo e importante aspecto de la regulación de la expresión 

genética a partir de la estructura del cromosoma bacteriano. Por otro lado, el desarrollo de un 

sistema de transcripción de M. tuberculosis enteramente en E. coli puede acelerar 

significativamente los estudios de nuevos inhibidores, secuencias reguladoras, factores de 

transcripción y cómo ellos interactúan con esta importante diana molecular. 
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Artículo publicado en Acta Herediana promoviendo la formación de una unidad de biología 

estructural. 

«Crío-microscopía electrónica. Resolviendo la estructura molecular de la vida al detalle atómico». Acta 

Herediana, Vol. 61 (2018): Octubre 2017 - Marzo 2018. DOI: 10.20453/ah.v61i0.3300. Disponible en: 

https://revistas.upch.edu.pe/index.php/AH/article/view/3300. 

 

 

PREMIO NOBEL EN QUÍMICA 2017: 

 CRÍO-MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA, 

RESOLVIENDO CON DETALLE ATÓMICO 

    LA ESTRUCTURA DE LAS 

 MOLÉCULAS DE LA VIDA 
 

ALFREDO FLOREZ ARIZA, LNNano, CNPEM, Instituto de Física de São Carlos de La Universidad de São 

Paulo. 

DANIEL GUERRA GIRALDEZ, Laboratorio de Moléculas Individuales, Facultad de Ciencias y Filosofía 

ACT, UPCH. 

 
Richard Henderson, Jacques Dubochet y Joachim Frank fueron laureados con el Premio Nobel en química 2017 
por el desarrollo de un método efectivo de generar imágenes tridimensionales de biomoléculas.  
 

ABSTRACT 
Recently, the Cryo-Electron Microscopy technology (CryoEM) has reached atomic resolution 
for molecular complexes of proteins in aqueous solution. Three key contributions in this 
development are: setting conditions of minimal energy not to destroy the biomolecules; the 
vitrification of samples at ultra-low temperatures so that the biomolecules are protected from 
evaporation; the development of algorithms to build three-dimensional models from CryoEM 
images. We propose the creation in the UPCH of the first structural biology center in Peru, 
thanks to the collaborations already established with two world reference centers of CryoEM 
expertise. 

 

RESUMEN 
Recientemente, la Crío-Microscopía Electrónica (CryoEM) ha alcanzado la resolución atómica para 

complejos moleculares de proteínas en solución acuosa. Tres contribuciones clave en este desarrollo 

son: establecer condiciones de energía mínima para no destruir las biomoléculas; la vitrificación de 

muestras a temperaturas ultrabajas para que las biomoléculas estén protegidas de la evaporación; el 

desarrollo de algoritmos para construir modelos tridimensionales a partir de imágenes CryoEM. 

Proponemos la creación en la UPCH del primer centro de biología estructural en Perú, gracias a las 

colaboraciones ya establecidas con dos centros mundiales de referencia en CryoEM. 
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La relación entre la estructura y la función es necesaria y evidente en todos los niveles de las ciencias 
de la vida. Así como la evolución ha engendrado aletas, patas, alas y manos como variaciones 
divergentes de un mismo patrón, las bio-máquinas que hacen funcionar a la célula están constituidas 
cada una por molé culas con la éstructura adécuada para su propo sito. Las énzimas préséntan la 
forma qué récibé al sustrato y lo acomoda oriéntado a grupos éléctropositivos y éléctronégativos 
qué aséguran qué sé llévé a cabo una réaccio n quí mica. Las protéí nas dél citoésquéléto sé forman 
como grandés vigas qué puédén énsamblar rédés con la rigidéz o fléxibilidad nécésarias para 
soportar la éstructura y movimiénto dé la cé lula. Los motorés molécularés acoplan réaccionés 
quí micas y él uso dé énérgí a té rmica para trasladarsé én una diréccio n éspécí fica para, por 
éjémplo, transportar vésí culas dé matérial éntré organélos. La biologí a éstructural plantéa 
élucidar éstos y muchos otros procésos obsérvando la posicio n dé cada a tomo qué forma la 
éstructura funcional dé éstas macromolé culas dé la vida.  Esté és él nivél én él qué actu a la 
séléccio n natural, al définirsé si tras una mutacio n puntual una énzima consérva su actividad, és 
modificada, o si cambia la afinidad éntré un ligando y un récéptor. Tambié n a ésté nivél actu an 
todas las drogas y molé culas réguladoras, éstabléciéndo unionés ségu n la éstructura dada por los 
a tomos dé la supérficié dé un récéptor o blanco térapé utico én général. Por lo tanto, puédé décirsé 
qué la biologí a éstructural és un nivél dé comprénsio n fundaméntal dé la vida y résulta éséncial 
para él désarrollo dé técnologí as, como por éjémplo la farmacé utica y la ingéniérí a dé protéí nas.  
 
Désdé la dé cada dé 1950, la difraccio n dé rayos X ha sido la té cnica prédominanté para llévar a 
cabo ésta taréa, pués provéyéndo un cristal formado por répéticionés pério dicas y bién 
organizadas dé la molé cula én éstudio, és posiblé élucidar su éstructura 3D con résolucio n 
ato mica. Sin émbargo, para muchas dé éstas molé culas éxisté una gran dificultad dé formar 
cristalés, aun utilizando muéstras altaménté concéntradas (20 mg/mL).  Por otro lado, la 
résonancia magné tica nucléar (NMR, por sus siglas én inglé s), sé basa én la détéccio n dé los 
a tomos individualés dé la molé cula médianté la éxcitacio n dé sus nu cléos por un fuérté campo 
magné tico con él qué intéractu an ségu n su désplazamiénto quí mico; sin émbargo, cuando las 
molé culas (por éjémplo, protéí nas) son ma s grandés qué 35-50 kDa, las sén alés dé 
désplazamiénto quí mico dé los nu cléos sé supérponén éntré sí , tornando imposiblé él probléma 
dé diférénciarlos. 
 
Estas limitacionés motivaron la bu squéda dé té cnicas altérnativas para ésclarécér la éstructura 
dé las macromolé culas biolo gicas. El prémio Nobél 2017 dé Quí mica fué otorgado a Richard 
Hérénson, Jacqués Dubochét y Joachim Frank por habér logrado aportés définitivos én él uso dé 
la microscopí a éléctro nica én biologí a éstructural. En una historia lléna dé ingénio y visionario 
éspí ritu ciéntí fico sé fuéron supérando barréras concéptualés y té cnicas hasta llégar hoy dí a a 
ofrécér la misma calidad qué la cristalografí a dé rayos X, con la véntaja dé no réquérir la 
cristalizacio n dé la muéstra y con la capacidad, én algunos casos, dé dar informacio n dirécta sobré 
diféréntés éstados conformacionalés asociados a la funcio n biolo gica dé un compléjo molécular.  

 

FIGURA 1 
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¿Qué es la crío-microscopía de transmisión electrónica? 
El microscopio dé transmisio n éléctro nica (TEM, por sus siglas én inglé s) producé 
una sén al a partir dé un haz dé éléctronés qué és dispérsado por su intéraccio n con 
la muéstra én éstudio y récogido por un détéctor qué producé ima génés 
bidiménsionalés. El voltajé dé acéléracio n tí pico (100 – 300 kV[1]) confiéré a los 
éléctronés una vélocidad rélativí stica (i.é. significativaménté cércana a la vélocidad 
dé la luz) para la qué sé calcula una longitud dé onda dé 3 pm (1 pm = 10-12 m). Esta 
péquén í sima longitud dé onda pérmité un lí mité téo rico dé résolucio n diminuto, 
mucho ma s alla  dé los 200 nm dé la microscopí a dé luz visiblé, o dé los 20 nm 
alcanzados con las u ltimas té cnicas dé localizacio n por fluoréscéncia[2]. Dado qué 
los a tomos tiénén taman os varias vécés ma s grandés qué ésté lí mité (él a tomo dé 
hidro géno midé aproximadaménté 10-10 m), ya por principio TEM débérí a résultar 
una té cnica o ptima para obsérvar éstructuras molécularés con résolucio n ato mica. 
Imagén tomada dé[3] 

 
Richard Héndérson fué pionéro én buscar la aplicabilidad dé TEM para élucidar la éstructura dé 
molé culas biolo gicas. Détérmino  qué uno dé los problémas principalés qué débí an supérarsé éra 
la cantidad dé énérgí a transmitida por él haz dé éléctronés, qué és tan alta qué puédé déstruir la 
muéstra én éstudio. Utilizando pulsos dé baja énérgí a, sus éxploracionés rindiéron fruto én 1975 
con su trabajo sobré la bactériorodopsina. Esta protéí na ésta  naturalménté émbébida én la 
mémbrana célular dé halobactérias, én dondé généra énérgí a a partir dé la captacio n dé luz. 
Résultaba imposiblé consérvar bactériorodopsina én éstado nativo, pura y concéntrada para su 
cristalizacio n y ana lisis por difraccio n dé rayos X. Por ésto, utilizaron un cristal bidiménsional, 
qué conténí a a la protéí na én su éstado nativo, y lo colocaron én él microscopio éléctro nico dé 
transmisio n.  La informacio n générada por él patro n dé difraccio n dél haz dé éléctronés, luégo dé 
posicionar él cristal én diféréntés oriéntacionés angularés, pérmitio  obténér un modélo 3D dé la 
bactériorodopsina. La résolucio n alcanzada fué dé 7A , suficiénté para mostrar co mo las siété 
hé licés qué conforman la protéí na sé éxtiéndén dé manéra pérpéndicular al plano dé la mémbrana 
én la qué ésta  inmérsa[4].  
 
Esté témprano antécédénté, aunqué aléntador, no résolví a la situacio n para la mayorí a dé 
molé culas biolo gicas. Dado qué él haz dé éléctronés és sumaménté sénsiblé, todo él procéso dé 
microscopí a dé transmisio n débé llévarsé a cabo én alto vací o. Como él agua sé évapora én éstas 
condicionés y la éstructura nativa dé las biomolé culas dépéndé justaménté dé intéraccionés con 
él solvénté acuoso, él valor informativo dé la muéstra sé pérdérí a totalménté én una tí pica toma 
dé ima génés por TEM. 
 
Sé propuso éntoncés qué a témpératuras muy bajas sé podrí a protégér la éstructura nativa, qué 
quédarí a atrapada én agua vitrificada. Anté un congélamiénto muy ra pido, las molé culas dé agua 
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dé la solucio n én la qué sé éncuéntra la macromolé cula én éstudio no tiénén él tiémpo suficiénté 
para réorganizarsé y formar éstructuras cristalinas régularés -hiélo héxagonal o cu bico-, y por él 
contrario, pasan a formar un éstado dé agua ví trica o hiélo amorfo2,3. Esté éstado so lido-amorfo 
dél agua, séméjanté al qué présénta én éstado lí quido, impédirí a la ra pida évaporacio n, 
consérvando a la biomolé cula én su éstado nativo y a la véz proporciona una parcial protéccio n 
frénté a la radiacio n éléctro nica. Ya én 1960, él ciéntí fico vénézolano Férnandéz-Mora n habí a 
démostrado la aplicacio n dél hélio lí quido én la préparacio n dé muéstras biolo gicas para la 
microscopí a éléctro nica[5]. An os ma s tardé, Jacqués Dubochét y su équipo logro  consérvar virus 
médianté la inmérsio n én étano lí quido a -196°C, y fué posiblé visualizar por priméra véz co mo 
las partí culas individualés quédaban capturadas én su éstado nativo déntro dé agua vitrificada, 
én mu ltiplés y diféréntés oriéntacionés éspacialés[6].  
 

FIGURA 2 

 
 

Procedimiento de preparación de muestra para CryoEM. 
Ilustracio n tomada dé "Thé Nobél Prizé in Physics 2017 - Sciéntific Background: 
Thé dévélopmént of cryo-éléctron microscopy". Nobélprizé.org. Nobél Média AB 
2014. Wéb. 16 Jan 2018. 
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<http://www.nobélprizé.org/nobél_prizés/chémistry/lauréatés/2017/advancéd.
html> 

 
Las ima génés bidiménsionalés así  obténidas dé una biopartí cula én mu ltiplés oriéntacionés ya 
conténí an én conjunto toda la informacio n nécésaria para construir un détallado modélo dé la 
éstructura 3D. Sin émbargo, ésté compléjo procéso matéma tico nécésitaba aun dél auménto dé la 
capacidad dé co mputo y él désarrollo dé ingéniosos algoritmos én los qué la contribucio n dé 
Joachim Frank ha sido déstacada.  
 
 

FIGURA 3 

 
 
 

Análisis de imágenes para la obtención de estructuras 3D. 
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Ilustracio n tomada dé "Thé Nobél Prizé in Physics 2017 - Popular Information: Théy capturéd 
lifé in atomic détail". Nobélprizé.org. Nobél Média AB 2014. Wéb. 16 Jan 2018. 
<http://www.nobélprizé.org/nobél_prizés/chémistry/lauréatés/2017/popular.html> 

 
 
Actualménté, ésté procéso sé inicia con la idéntificacio n dé las biopartí culas como ima génés 
individualés dé la protéí na o compléjo molécular qué séra  analizado a partir dé la imagén dé todo 
él campo dé visio n dél microscopio. Estas partí culas, én un nu méro tí pico dé décénas o ciéntos dé 
milés, son éxtraí das y clasificadas ségu n las similitudés qué muéstran éntré sí . Médianté 
algoritmos dé corrélacio n, sé agrupa las ima génés én un grupo dé clasés (algunos milés), cada una 
conformada por numérosas partí culas individualés. La informacio n dé las ima génés individualés 
és sumada déntro dé su clasé, para finalménté dar lugar a lo qué sé conocé como “clasé promédio” 
o “classum”. Un classum és la imagén bidiménsional qué muéstra una oriéntacio n éspacial 
éspécí fica dé la partí cula én éstudio, y qué, débido a qué ésta  générada por la suma dé informacio n 
dé varias partí culas, tiéné una mayor rélacio n sén al/ruido qué sus componéntés individualés. 
Asumiéndo qué cada classum réprésénta una proyéccio n dé la partí cula tridiménsional, sé 
émpléan divérsos algoritmos para calcular las oriéntacionés angularés o “a ngulos dé Eulér” qué 
éstas proyéccionés téndrí an én él éspacio, y así  construir un modélo 3D dél objéto compléto. A 
partir dé ésté punto sé inician itéracionés dé réfinamiénto, én las qué él primér modélo 3D sé usa 
para générar computacionalménté nuévas proyéccionés bidiménsionalés, las cualés son u tilés 
para volvér a analizar las micrografí as originalés, lo qué pérmité obténér nuévos y méjorés 
classum. Con varios ciclos dé ana lisis sé méjora progrésivaménté él modélo 3D[7]. En ocasionés, 
él procéso pérmité idéntificar diféréntés éstados conformacionalés y élucidar así  la dina mica dé 
accio n dé un compléjo molécular, incluso a partir dé un solo sét dé micrografí as[8]. 
 

 

Desde su origen hasta la actualidad: El enorme potencial de la Crío-Microscopía 
Electrónica 
Los priméros logros én CryoEM récibiéron él apodo dé ciéncia dé “blobology”, por producir 
ima génés dé baja résolucio n (15-20 A ) con la forma dé globos con protubérancias suavés, a 
diféréncia dé la alta résolucio n conséguida por cristalografí a dé rayos X (1.7-3.1 A ) qué pérmité 
idéntificar a tomos individualés. Sin émbargo, las continuas méjoras instruméntalés é 
informa ticas condujéron a una situacio n clavé él an o 2013. Es éntoncés qué sé inicia la llamada 
“révolucio n dé la résolucio n”, impulsada por a la nuéva généracio n dé détéctorés diréctos dé 
éléctronés qué préséntan una vélocidad y sénsibilidad muy supérior a los dispositivos CCD 
utilizados antériorménté qué réquérí an convértir préviaménté los éléctronés én fotonés. Con una 
méjor rélacio n sén al/ruido y la capacidad dé producir pélí culas én lugar dé tomas aisladas, én los 
u ltimos an os la técnologí a CryoEM ha alcanzado la résolucio n dé la tradicional cristalografí a dé 
rayos X1,6 y ha supérado su éficiéncia, ya qué no réquiéré cristalizar las muéstras[9]. 
 

FIGURA 4 



Capítulo 2 

42 
 

A.  
 

B  
 

C.  
 

Algunos trabajos destacados utilizando Cryo-EM y el análisis de partículas 
individuales. 

(A) En él 2015 sé logro  résolvér la éstructura dél virus dél Zika a 3.8 A  dé 
résolucio n[10]; él tria ngulo sén ala la unidad asimé trica. Ménos dé un an o déspué s, 
Mérk y colaboradorés consiguiéron supérar la barréra hasta éntoncés 
infranquéablé dé los 2 A  dé résolucio n, al élucidar la éstructura 3D dé (B) la énzima 
Glutamato déshidrogénasa a 1.8 A  dé résolucio n, démostrando la posibilidad dél 
disén o dé fa rmacos a partir dé éstructuras révéladas por CryoEM[11]; sé sén ala él 
inhibidor ML309. (C) En octubré 2017, sé obtuvo la éstructura a 3.6 A  dé résolucio n 
dé una protéí na dé 66 kDa (TRPML1, un récéptor dé canal éndolisozimal), lo qué 
démuéstra qué aun protéí nas péquén as puédén sér éstudiadas con ésta 
técnologí a[12]. 

 
CryoEM en la UPCH: Propuesta del primer ‘hub’ de Biología Estructural en el Perú 
Los costos dé équipamiénto, opéracio n y manténimiénto nécésarios para él uso dé CryoEM son 
muy altos, dé manéra qué solo una institucio n qué coopéra con muchos usuarios és capaz dé 
aprovéchar la invérsio n médianté una plataforma dé uso comu n para divérsas lí néas dé 
invéstigacio n. Esta és la éstratégia dél Laboratorio Nacional dé Nanotécnologí a, LNNano, dél 
Céntro Nacional dé Pésquisa ém Enérgia é Matériais dé Brasil, qué ha formado un équipo dé alto 
nivél bajo la diréccio n dé Rodrigo Portugal y la asésorí a dé Marin van Héél, quién ha récibido los 
prémios Ernst Ruska 1985 y Wiléy 2017 por sus contribucionés détérminantés én la algoritmia 
dé ana lisis[13].  El laboratorio dé Molé culas Individualés dé la Facultad dé Ciéncias dé la UPCH 
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coopéra cércanaménté con LNNano para la caractérizacio n dél compléjo dé transcripcio n dé la 
bactéria Escherichia coli y su mécanismo dé régulacio n én situacionés dé éstré s rélacionadas a la 
viruléncia y résisténcia al ataqué inmuné y antibio tico. Dé la misma manéra, nuéstro équipo 
invéstiga la dina mica dé transcripcio n dé Mycobacterium tuberculosis y su intéraccio n con nuévos 
antibio ticos miéntras réalizamos los éstudios éstructuralés médianté CryoEM én colaboracio n 
con Carlos Bustamanté y Eva Nogalés dé la Univérsidad dé California én Bérkéléy. Estas 
invéstigacionés no solo ésta n réalizando avancés importantés én su campo, sino qué adéma s 
prométén abrir él puénté para él désarrollo dé la biologí a éstructural én él Péru  médianté la 
invérsio n intéligénté én coopéracio n. 
 
Cualquiér invéstigacio n bioquí mica qué conduzca al aislamiénto dé compléjos molécularés puros, 
podrí a producir muéstras én condicionés adécuadas para la toma dé ima génés por TEM én pocos 
dí as. Pasada ésta étapa, qué puédé implicar un viajé muy brévé dé pocos dí as, o él simplé énví o dé 
muéstras éstabilizadas én gradillas dé carbono, un équipo dé invéstigadorés péruanos podrí a 
supérar él siguiénté paso limitanté: él ana lisis dé ima génés. Un clu stér dé computadoras 
rélativaménté modésto, con una capacidad dé almacénamiénto dé datos médiana, involucra una 
invérsio n dél ordén dé 10 – 20 mil USD (én lugar dé los varios millonés dé costo dél équipo TEM 
adécuado) y podrí a suplir a divérsos invéstigadorés dél paí s, créando una dina mica dé alto 
réndimiénto al sérvicio dé la ciéncia péruana.  
 

FIGURA 5 

 
 

Propuesta de un Centro de Biología Estructural en la UPCH. 
Las invéstigacionés én biodivérsidad, microbiologí a, médicina u otras a réas 
idéntifican compléjos molécularés dé intéré s. Las muéstras son préparadas con 
puréza y calidad mí nimas para éstudios én CryoEM a réalizarsé én colaboracio n én 
Campinas y Bérkéléy. Las ima génés producidas son énviadas a la UPCH para su 
ana lisis y la construccio n dé modélos éstructuralés. La biologí a éstructural pérmité 
él désarrollo dé ingéniérí a dé protéí nas, disén o y méjora dé ligandos y poténcia la 
invéstigacio n én général para él sérvicio dé la sociédad. 
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Adéma s dé considérar su importancia ciéntí fica, débémos réconocér qué én él Péru  los ésfuérzos 
én biotécnologí a sé éncuéntran sévéraménté limitados por la incapacidad dé réalizar la 
caractérizacio n éstructural dé compléjos molécularés dé intéré s. Actualménté, las ciéncias 
géno micas han poténciado él hallazgo dé nuévas molé culas dé importancia industrial, ambiéntal 
y biomé dica, sin émbargo, tras su déscubrimiénto és nécésario pasar por étapas dé 
caractérizacio n bioquí mica y éstructural qué puédan conducir a su aplicabilidad. La ingéniérí a dé 
protéí nas y él disén o racional dé ligandos o drogas son disciplinas qué sé basan én la biologí a 
éstructural para désarrollar productos paténtablés dé alto impacto y valor. Gracias a las 
colaboracionés éstablécidas én los u ltimos an os, sé nos présénta hoy la oportunidad dé 
protagonizar él nacimiénto dé la biologí a éstructural én él Péru . El tiémpo aprémia. 
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ANEXO 1 
• La Sociedad Peruana de Bioquímica y Biología Molecular es reconocida como cuerpo 

adherente de la IUBMB. 

https://iubmb.org/adhering-bodies-and-associate-adhering-bodies/ 

 
 

• Noticia local sobre la fundación de la SPBBM 
http://larepublica.pe/sociedad/1152163-crean-la-primera-sociedad-peruana-de-bioquimica-y-
biologia-molecular-en-el-peru  

 

 

 

https://iubmb.org/adhering-bodies-and-associate-adhering-bodies/
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ANEXO 2 
• Participación como accesitario en el comité de ética del Instituto Nacional de Salud del Niño 

San Borja. 

 

 

 

 



ANEXO 3 

48 
 

ANEXO 3 
Certificado del curso Conducta Responsable en Investigación 
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ANEXO 4 
 

ACTIVIDADES EN EDUCACIÓN NACIONAL Y DIVULGACIÓN DE LA CIENCIA 
2019 • Consultor para el MINEDU – DIFOID, para la elaboración del currículo de formación 

inicial docente, en la carrera del docente de secundaria en el área de Ciencia y 
Tecnología. 

• Consultor para el MINEDU – DIFODS, para la elaboración de recursos pedagógicos 
a utilizarse online sobre el enfoque del área de Ciencia y Tecnología dentro del 
Programa de Fomación en Servicio para docentes del nivel de educación secundaria 
(DIFODS). 

2018 y 2019 
 

• Consultor para el MINEDU para la revisión y validación de ítems de evaluación a 
docentes de EBR y EBA en didáctica y conocimiento de Ciencias Naturales. 

2018 
• Consultor para el MINEDU para la elaboración y dictado de un taller sobre el 

enfoque del área de Ciencia y Tecnología dentro del Programa de Formación en 
Servicio para docentes del nivel de educación secundaria (DIFODS). 

 
2017 

• Profesor invitado para la charla “Difusión científica”, en el curso “Diálogos de 
Ciencia, Política y Sociedad: El desafío de la ciencia en Chile”, programa de Cursos 
de Formación General, Universidad de Chile. 

2016 
• “Sistematización de la elaboración de los estándares de aprendizajes para el Perú, 

2009- 2015”, ponencia en el V Seminario Nacional de Investigación Educativa, 10-
12 Noviembre. Ayacucho, Perú. 

 
2015 

• Taller Internacional de Estructura de Proteínas y Enzimas para la Educación 
Secundaria, Proyecto Laboratorios Portátiles para la Enseñanza de la Biología en la 
Educación Media. Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 

• Observador de CONCYTEC y SINEACE en el Curso de Biología Molecular y Genómica 
para Profesores de Enseñanza Media, en Santiago, Chile. Organizado por RELAB. 

 
2012-2015 

• Asesor nacional del área de Ciencia y Tecnología para el SINEACE, en la Elaboración 
de estándares de aprendizaje, mapas de progreso y ejemplos de desempeño de la 
Educación Básica Regular. 

2012 
• Consultor para el MINEDU como evaluador de libros de texto de Ciencia y Ambiente 

del quinto ciclo (5° y 6° de primaria) para la Dirección de Educación Primaria, 
Ministerio de Educación del Perú. 

2013 
• Consultor para el MINEDU para la elaboración de matrices de evaluación a 

docentes de Educación Básica Regular en didáctica y conocimiento de Ciencias 
Naturales. Elaboración y revisión de ítems de evaluación. 
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Publicaciones en educación  

2015 
Rutas del Aprendizaje. Ciencia, Tecnología y Ambiente. Seis Fascículos, SINEACE.  
URL: http://recursos.perueduca.pe/rutas/secundaria.php 

2015 
Diez Grandes Ideas Científicas. Libro, SINEACE. 2015-09 https://goo.gl/EJeXVa , 
http://repositorio.minedu.gob.pe/handle/MINEDU/5150  
 

 
 

http://recursos.perueduca.pe/rutas/secundaria.php
https://goo.gl/EJeXVa
http://repositorio.minedu.gob.pe/handle/MINEDU/5150
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ANEXO 5 
 

Lista de proyectos  
 

2020-
2022 

VLIR-UOS – South Initiative de la cooperación belga de Flandes para el proyecto “Inquiry-
based science education in metal polluted areas in Peru: training teachers how to teach 
science by the use of biosensors”. 

2019-
2021 

FONDECYT – BANCO MUNDIAL. Proyecto de Investigacion Aplicada y Desarrollo 
Tecnológico 2018-01, para el proyecto “Desarrollo de un estimulador acústico que 
controla señales intracelulares involucradas en la formación de biofilm corrosivo o 
infeccioso”. 

2019-
2021 

FONDECYT – SENCICO. Proyectos de Investigación Aplicada en Saneamiento y 
Construcción 2018-01, para el proyecto “Desarrollo de una nueva tecnología de ensayos 
no-destructivos basada en el uso de nanopartículas proteicas” 

2018-
2021 

REFRACT – RISE. Consorcio internacional Europa-Latinoamérica para profundizar y 
extender el conocimiento de la función, estructura y evolución de las repeticiones tándem 
en proteínas.  

2015 - 
2018 

FONDECYT - Proyectos de Investigación Básica y Proyectos de Investigación Aplicada”– 
Convocatoria 2015-I, para el proyecto “Producción y ensayo de nuevos antibióticos 
mediante combinatoria genética y el desarrollo de una bacteria bi-funcional E.coli-
M.tuberculosis” 

2014-
2015 

Subvención Especial CONCYTEC, para el proyecto “Biofísica de las interacciones ADN-
Proteína en la transcripción”. 

2013 Fondo Concursable UPCH 2013, para el estudio de la iniciación a partir de promotores 
ribosomales mediante microscopía de fuerza atómica. 

2013 Penn-Peru Pilot Grant Program, research grant for the establishment of new 
collaborations between University of Pennsylvania and UPCH. 

2012 PABMB/ASBMB PROLAB Grant. Financiamiento de viaje y estadía para la visita de un 
estudiante de Maestría de la UPCH a la Universidad de California en Berkeley (Omar 
Herrera). 

2011 Center for Emerging and Neglected Diseases. Financiamiento de viaje y estadía para la 
visita de un postdoc de la Universidad de California – Berkeley a Lima (Christian Wilson). 

2010 NIH-Fogarty International Research Colaboration Award, Basic Biomedical, research grant 
for the study of initiation and elongation of transcription by enzymes of M. tuberculosis 
and E. coli through AFM and optical tweezers. 

2009 Fondo Concursable UPCH para el estudio de los efectos de la congestión molecular en 
transiciones ADN-ADN y ADN-Proteína. 

 

 

 


