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Resumen

El estudio de la participacion de la variacion genética en la
predisposicion a las enfermedades complejas ha cobrado
nuevas dimensiones en la era genémica. Los polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP) son el tipo de variacion mas comtn
entre individuos y su vinculacién con enfermedades es motivo
de investigacion intensa. En fecha reciente, el estudio de los
SNP que afectan la expresion genética (rSNP) ha suscitado
mayor interés, ya que las diferencias de la expresion gené-
tica entre un sujeto y otro pueden modificar el fenotipo. El
descubrimiento y caracterizacion funcional de los rSNP y el
estudio de su frecuencia alélica representan un nuevo campo
en la busqueda de determinantes genéticos de enfermedades
multifactoriales.
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Abstract

The genomic era is imparting a new impulse to the study of
the role of genetic variation in susceptibility to disease.The
most common type of genetic variation between individuals
is single nucleotide polymorphisms (SNP). The association
of SNPs with susceptibility to disease is the current focus
of intense research. Recently, the study of SNPs that alter
the regulatory mechanisms of gene expression (rSNP) has
emerged as a promising field for understanding disease, since
this type of variation can have a profound effect on human
traits related to susceptibility to disease. The finding and
functional characterization of biologically significant rSNPs
is advancing our knowledge of genetic determinants for
multifactorial disease.
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La mayorfa de las enfermedades comunes tiene un
origen multifactorial, es decir, surgen como resul-
tado de la interaccién de muiltiples variantes genéticas
y diversos factores ambientales, razén por la cual no
siguen patrones hereditarios mendelianos y se les
denomina enfermedades “complejas”.! Aun en el caso
de trastornos infecciosos, se ha documentado la contri-
bucién genética del individuo en la evolucién natural
del padecimiento.?

Una de las promesas de la ciencia genémica es
la posibilidad de descifrar las interacciones mltiples
entre variantes genéticas relacionadas con un mayor
riesgo de desarrollar afecciones complejas. La atencién
se ha concentrado en los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP), cuya frecuencia aproximada es de
1 en 1000 pb y representan el tipo de variacién mds
abundante en las poblaciones humanas.> Un SNP en
regiones codificantes puede representar un cambio en
la secuencia de una proteina (SNP no sinénimo), y por
lo tanto alterar su funcién, o bien puede no cambiar
su secuencia (SNP sinénimo). Casi todas las enferme-
dades de origen monogénico (mendeliano) se deben
a mutaciones que modifican la secuencia y la funcién
de una proteina.!

La proporcién del genoma que codifica a pro-
teinas representa s6lo 1.5%; empero, se ha calculado
que alrededor de 5% del genoma es funcionalmente
importante dado que su secuencia estd conservada
debido a una fuerte seleccién.* Esto sugiere que una
fraccién considerable del genoma (3.5 %) estd integra-
da por elementos funcionales no codificantes, muchos
de los cuales pueden intervenir en la regulacién de la
expresion genética.*”

La variacién fenotipica como resultado de la
variacion de la regulacién de la expresion genética
se propuso desde mediados de la década de 1970.° El
estudio de la expresion genética a escala genémica ha
sido un avance crucial para establecer que la variacién
de la expresion genética entre una persona y otra es un
fenémeno comtin y que se vincula con un fenotipo.” El
proposito de esta revision es resumir los avances recien-
tes de las medidas ideadas para la identificacién de SNP
en regiones reguladoras (rSNP), su validacién funcional
y el estudio de su profundo efecto fisiopatolégico con-
secutivo a la sobreexpresion, subexpresién o expresion
aberrante de un gen. Asimismo, se analiza el hecho de
que la identificacién de SNP reguladores (rSNP) abre
un campo promisorio a la busqueda de determinantes
genéticos de afecciones de origen multifactorial. Como
predmbulo, se presenta una breve introduccién a los
conceptos actuales sobre la regulacién de la expresion
genética. Los aspectos generales de la bisqueda de
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determinantes genéticos en enfermedades complejas
se han descrito en otras investigaciones.1%12

Mecanismos de regulacion de la expresion
genética

La regulaciéon de la expresion genética se refiere a
los mecanismos celulares que controlan el perfil es-
paciotemporal del producto funcional de un gen. La
regulacién puede actuar a nivel de la transcripcién
(mecanismos de regulacién transcripcional) o de manera
postranscripcional; aqui s6lo se alude a los mecanismos
transcripcionales, que tienen relevancia directa para
esta revision.

La intensidad de la transcripcién de un gen que
codifica a una proteina depende, al menos, de la unién
de factores de transcripcién activados a regiones re-
guladoras en la molécula de ADN y del reclutamiento
del complejo activo de la polimerasa Il de ARN, que en
conjunto determinan la frecuencia de sintesis del ARNm
correspondiente.”!* Los factores de transcripcion son
proteinas que al unirse a sitios especificos del ADN,
los denominados elementos de respuesta (ER), pueden
interactuar con otros factores transcripcionales o con
cofactores para formar un complejo de proteinas y DNA
que permite la iniciacién de la transcripcion del gen.

Los ER son secuencias de ADN de aproximada-
mente cuatro a 15 pares de bases (pb) de longitud cuya
secuencia casi siempre presenta algunas variaciones.
Diferentes familias de factores transcripcionales reco-
nocen distintos ER. Los cambios sutiles en la secuencia
de un ER pueden inducir cambios en la afinidad con la
que se une el factor transcripcional correspondiente y
modificar asf los niveles de transcripcién (figura 1).

En los vertebrados, los ER pueden encontrarse en
tres tipos de regiones reguladoras conocidas. Los que
componen al promotor suelen localizarse dentro de las
primeras 1 000 pb en la regién 5" del inicio de la tras-
cripcion; otros pueden situarse a grandes distancias de
dicho sitio (hasta 100 kb 5" 0 3" del gen) en estructuras
conocidas como enhancers (o potenciadores), que pueden
incrementar la frecuencia de inicio desde el promotor
con el que se relacionan, asi como en los silencers (o
silenciadores), que pueden reducir o suprimir la trans-
cripcion.”® Las mutaciones en los ER de cualquiera de
estos tres tipos de regiones reguladoras en el genoma
(rSNP) pueden modificar la transcripcién e influir en el
fenotipo del individuo.

El ADN genémico se encuentra unido con proteinas
y forma un complejo nucleoproteinico llamado croma-
tina. Las regiones del genoma que estdn organizadas
de manera compacta (heterocromatina) estdn apagadas
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FiGURA |.IMPORTANCIA DE LOS POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO EN REGIONES REGULADORAS (RSNPs). A.ESTRUCTURA
BASICA DE UN GEN A NIVEL DE SECUENCIA DE ADN; UN GEN POSEE UNA REGION REGULADORA QUE CONTIENE ELEMENTOS DE
RESPUESTA RECONOCIDOS POR FACTORES DE TRANSCRIPCION Y UNA REGION CODIFICANTE QUE TIENE LA INFORMACION NECESARIA
PARA SINTETIZAR UNA PROTEINA. PARA QUE UN GEN SE EXPRESE EN UNA CELULA DETERMINADA, ESTA DEBE POSEER LOS FACTORES
DE TRANSCRIPCION ADECUADOS; ADEMAS, LOS ELEMENTOS DE RESPUESTA DEBEN ESTAR EXPUESTOS PARA QUE PUEDAN RECONO-
CERLOS LOS FACTORES TRANSCRIPCIONALES. '® B. LA ESTRUCTURA DE LA CROMATINA PUEDE IMPEDIR EL ACCESO DE FACTORES DE
TRANSCRIPCION A SUS ELEMENTOS DE RESPUESTA. C. EL DESPLAZAMIENTO DE LOS NUCLEOSOMAS EXPONE LOS ELEMENTOS DE
RESPUESTA Y PERMITE LA AGRUPACION DE LA MAQUINARIA TRANSCRIPCIONAL Y LA EXPRESION DEL GEN.'® D. LAS MUTACIONES EN

LOS ELEMENTOS DE RESPUESTA PUEDEN MODIFICAR LA EXPRESION DEL GEN Y AFECTAR EL FENOTIPO DEL ORGANISMO'’

desde el punto de vista transcripcional. En contraste, las
regiones transcripcionalmente activas del genoma pre-
sentan una organizaciéon mds relajada (eucromatina).
La organizacién del ADN genémico en cromatina es
fundamental en la regulacién de la expresion genética.
La modulacién diferencial de la compactacién del ADN
genera diferentes fenotipos heredables, sin cambio algu-
no en la secuencia del gen blanco de esta modulacién,
lo cual se conoce como epigenética. Ejemplos comunes
delaregulacién epigenética y expresion diferencial son
la inactivacién de un cromosoma X en la mujer (cuerpo
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deBarr) o la supresion alélica de la expresién de algunos
genes por impronta (imprinting).

Los factores que afectan la trascripcion también
pueden catalogarse como factores en cis, como aquellos
que ejercen su efecto en la misma cadena de ADN y cerca
del gen en cuestion. Los elementos de respuesta (y sus
variantes polimérficas) afectan la transcripcion en cis.
Por otro lado, los efectos en trans surgen de un gen o
factor adicional. Los efectos en trans pueden originarse
por factores no genéticos, como estimulos ambientales
(drogas, patégenos, enfermedades) o bien variaciones
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genéticas en otros genes (p. €j., factores transcripciona-
les) que afectan la expresion del gen en cuestién.'®1?

Anailisis de los determinantes genéticos
de la variacion de la expresion genética

La identificacion de variantes genéticas relacionadas
con la variacién de la expresion genética supone retos
muy particulares inherentes a la complejidad de los
mecanismos de regulacién transcripcional. La identifi-
caci6én de una diferencia en la expresién genética entre
individuos es un reto complejo, pero asequible. Incluso
al definir que el efecto opera en cis, se debe intentar
esclarecer la posible influencia de factores epigenéticos.
A continuacién se describen los enfoques desarrollados
en fecha reciente para poder inferir, detectar y validar la
presencia de los rSNP que participan en la fisiopatologfa
de enfermedades complejas especificas.

Cuantificacion de ARNm especifico de alelo

En este caso se analiza el nivel de transcripcion de cada
alelo. La cuantificacion de ARNm especifico de alelo
requiere el conocimiento previo de la presencia de al
menos un SNP en el transcrito que permita identificar
el ARNm producido a partir de cada cromosoma. El
ARNm purificado del tejido se utiliza como molde para
una amplificacién de ADN con oligonucleétidos espe-
cificos para cada marcador. Un cociente de expresién
entre ambos alelos diferente a 1 sugiere la presencia
de un rSNP en desequilibrio de ligamiento con el SNP
del transcrito, pero no excluye la posibilidad de que las
diferencias sean de origen epigenético.”’ En estudios de
péncreas dirigidos a analizar la susceptibilidad genética
a la diabetes tipo I se ha encontrado que los alelos clase
I de la region de las secuencias repetitivas de niimero
variable en tdindem (VNTR) de la insulina/IGE-2 se
asocian con incrementos del nivel de expresién cuando
se comparan con los alelos de la clase II1.%! El método
de cuantificacién de ARNm especifico de alelo se ha
aplicado en la evaluacién de 129 genes, de los cuales
18% mostré diferencias alélicas de expresién en lineas
linfoblastoides humanas.?? Una desventaja importante
en este caso es que el SNP marcador debe estar presente
cuando menos en el transcrito primario y es posible
que una gran parte de los tSNP no se acompatiie de un
marcador de este tipo.

Enfoques bioinformdticos para la identificacion de rSNP
La explosién del niimero de bases de datos ptiblicas del

genoma humano, asf como de sus variaciones, repre-
senta una fuente abundante de informacién disponible
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paralabtisqueda in silico de candidatos a determinantes
genéticos de enfermedades. Sin embargo, para la even-
tual confirmacién de relacién causal es inevitable la
validacién funcional de las variantes candidatas.

Las principales bases de datos que catalogan SNP
en general son la HGMD, dbSNP, HGBASE, ALFRED
y OMIM.??# Para rSNP existe una base de datos es-
pecializada denominada rSNP_Guide, la cual contiene
versiones curadas de rSNP validados de manera experi-
mental, asf como mutaciones en elementos reguladores
generados también de forma experimental.?®

Una forma de identificar i silico -SNP requiere en
principio el reconocimiento de un elemento de respuesta
con alta probabilidad de ser funcionalmente relevante
y la subsiguiente btisqueda de variaciones que puedan
repercutir en la transcripcién del gen en cuestion. La
identificacién de secuencias reguladoras cis por métodos
informdticos ha progresado en grado considerable. Sin
embargo, debido a que la secuencia de los elementos de
respuesta son altamente frecuentes, dado que tienden a
ser cortas y altamente degeneradas y su funcionalidad
depende del contexto, dichos algoritmos se caracterizan
por una especificidad limitada. Es decir, muchas de
las secuencias o motivos potenciales encontrados son
biolégicamente irrelevantes” y se debe hacer uso de
informacién adicional para su validacién.

Mediante esta forma de btsqueda de los rSNP in-
cluidos en la red reguladora del factor de transcripcion
P53 se han identificado a nivel genémico mds de 600
ER a p53 putativos polimérficos. Con criterios cada
vez mds estrictos, y con base en el conocimiento de los
mecanismos de transactivacion de p53, 40 de ellos se
seleccionaron como ER altamente probables y ocho se
evaluaron funcionalmente mediante transactivacién de
genes reporteros en S. cerevisiae (levadura) y en lineas
celulares humanas; esto confirmé que las variantes re-
sultan en una capacidad de transactivacion diferencial.*
Con un enfoque similar se identificaron variantes poli-
morficas dentro de limites de 5 kb en la region 5" al inicio
de la trascripcion de 176 genes de receptores acoplados
a proteinas G (GPCR) conservados entre el ser humano
y el ratén y mediante la bisqueda indiscriminada de ER
en la secuencia de 110 pb alrededor del SNP mediante
matrices de peso disponibles en bases de datos ptiblicas.
De un total de 800 SNP encontrados, s6lo 200 correspon-
dian a segmentos conservados entre ser humano y raton
y 36 se situaban dentro de un ER putativo. Siete de estos
36 SNP se sometieron a validacién funcional mediante
EMSA y transactivacién de reporteros en lineas celula-
res humanas; se encontr que cuatro de ellos afectan la
trascripcién en grado notable.’!

En virtud del gran ndmero de proyectos de
transcriptoma y la abundancia de secuencias cortas
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expresadas (expressed sequence tags, EST), ha sido posible
inferir -SNP por medio de un ensayo de cuantificacién
de ARNm especifico de alelo in silico.?> Al igual que in
vivo, se requieren secuencias de EST provenientes de una
genoteca de un solo individuo (usualmente accesibles al
ptblico en internet) para las cuales se seleccionan grupos
de EST polimérficas y se cuantifica y evaltia estadistica-
mente la sobrerepresentacion de cada variante, o bien se
calcula sila representacion de alguna variante difiere en
términos estadisticos de la frecuencia alélica esperada
para ese gen en particular, segtin el HapMap.*® Aligual
que las aproximaciones in vitro, este método no permite
discernir si la variacién en la cantidad del ARNm de
cada alelo se debe a un rSNP o a factores epigenéticos.

Andlisis genético de la variacion de la expresion genética
a escala gendmica

Ademads de representar un avance tecnolégico clave para
determinar que la variacién de la expresién genética
entre individuos es un fenémeno comtin, la tecnologfa
de microarreglos de oligonucleétidos se ha adaptado
para la identificacion de un vasto nimero de SNP en el
mismo ensayo. De esta forma, la determinaci6n de dife-
rencias alélicas de expresion (véase la seccién anterior)
puede realizarse en microarreglos, siempre y cuando los
individuos analizados sean heterocigotos para un SNP
exoénico. De esta forma ha sido posible determinar para
cientos de genes que al menos la mitad presenta diferen-
cias alélicas de expresién, lo cual sugieren la presencia
de un rSNP en desequilibrio de ligamiento con el SNP
ex6nico.* Una limitacién de estos estudios es que no
permiten dilucidar si la causa de las diferencias alélicas
de expresion es atribuible a factores epigenéticos; y, en
caso contrario, no indica cual es el rSNP candidato.

El nivel de expresion de genes puede considerarse
en si mismo un fenotipo cuantificable que en muchos
casos es heredable (expression Quantitative Trait Loci,
eQTL) y, por lo tanto, es susceptible de anlisis por es-
tudio genético de segregacion o relaciéon en organismos
como levadura, ratén, rata y seres humanos.”?* Con
la finalidad de identificar candidatos a determinantes
genotipicos de perfiles de expresion (fenotipos de
expresion), Morley y colaboradores® analizaron por
microarreglos los perfiles de expresién de 8 500 genes
de lineas linfoblastoides derivadas de 195 individuos
pertenecientes a 14 familias. En forma paralela, tipifi-
caron 2 756 SNP autosémicos distribuidos a lo largo del
genoma y se realizé un andlisis de segregacion, de tal
modo que se determiné que 984 fenotipos de expresion
que mostraron mayor varianza entre individuos no
relacionados estaban ligados claramente a una region
cromosdmica y los consideraron como locus regulado-
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res en cis, si se encontraban a menos de 5 mb del gen
en cuestion, o en trans si se hallaban a mas de 5 mb o
en otro cromosoma. Sin embargo, mediante un sistema
similar, pero con diferente plataforma de microarreglos
y a partir de un método diferente de andlisis estadisti-
co de la segregacién, Monks y colegas® encontraron
resultados discordantes respecto de los de Morley y
colaboradores.”

Se ha sugerido que los QTL comunes con un impac-
to moderado en el fenotipo pueden detectarse con ma-
yor facilidad mediante estudios de asociacion.*Como
complemento del estudio de Morley,” Cheung y cole-
gas* seleccionaron 27 fenotipos de expresion con mayor
evidencia de ligamiento en cis para realizar un estudio
de asociacién en 57 individuos no relacionados con
més de 770 000 SNP obtenidos del proyecto HapMap?®
y consiguieron posicionar rSNP putativos para 14 de 27
fenotipos en una ventana menor de 100 kb del gen en
cuestién y mostraron una validacién funcional de un
rSNP.

Validacion por genes reporteros

Una vez que los estudios de asociacién u otros métodos
reconocen la presencia de uno o mas rSNP en regiones
reguladoras vinculdas con susceptibilidad a enfermeda-
des comunes, es necesario validar su funcion reguladora.
En este caso se construye una molécula de ADN con la
regién codificadora de un gen reportero facil de detectar
(luciferasa, proteina fluorescente verde, CAT, etc.) bajo
el control transcripcional del promotor que contiene el
polimorfismo; como control se utiliza la secuencia del
promotor con la variante de individuos no susceptibles.
Cada una de estas construcciones se introduce en células
relevantes en cultivo y se analiza el nivel de expresion del
reportero en cada una de las variantes alélicas del promo-
tor. El cambio de la expresién del gen reportero a partir
de las moléculas que contienen el o los polimorfismos
sugiere que efectivamente su mecanismo de accién afecta
de forma directa la regulacién de la expresion del gen.
El estudio del gen que codifica al factor de coagulaciéon
VII mediante ensayos de expresién de genes reporteros
en una linea celular de hepatocitos ha revelado que un
SNP (una transversion del nucleétido T a G) en la po-
sicién - 61 de la region reguladora reduce la expresion
de un gen reportero a 6.7% en comparacién con el alelo
silvestre.*! Este método también se ha aplicado en el
plano gendmico: después de detectar la presencia de
SNP en los promotores putativos de genes relevantes
para enfermedades mentales, se clonaron 247 promotores
y se analiz6 la expresion de gen reportero en dos lineas
celulares relevantes: 20% de rSNP presenté alteracion
mayor de 50% en el nivel de transcripcion.*?
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Haplochip

Uno de los avances mds recientes en el estudio funcional
de rSNP es el andlisis por haplochip.* Este consiste en
cuantificar la carga especifica de polimerasa Il de ARN
fosforilada para cada alelo, que es una medida relativa
delaactividad transcripcional. Entre las ventajas de este
método figura el hecho de que pueden usarse como mar-
cadores SNP en cualquier region del ADN sin restriccion
hasta una distancia de 2 kb del sitio de iniciaci6én de la
trascripcién, incluidos los propios rSNP causantes de la
actividad transcripcional diferencial. El analisis funcio-
nal por haplochip del SNP -308 del gen para el factor
de necrosis tumoral (TNF) (que se ha relacionado con
susceptibilidad a la malaria, leishmaniasis, lepra, asma
y otras enfermedades) revel6 que los haplotipos en el
locus extendido son complejos y que este 'SNP modifica
los niveles de unién de la polimerasa IT de ARN al gen
de la linfotoxina alfa (LTA) que se localiza en la region
5" a TNF en este locus.* El establecimiento de un ensayo
de discriminacion alélica por amplificacion de ADN en
tiempo real pone el haplochip al alcance de muchos
investigadores.* Mediante este haplochip modificado
lograron identificar un rSNP (alelo -63C) en el gen para
la S-transferasa de glutation M3 (GSTM3). Esta enzima
cataliza la conjugacion de compuestos téxicos y car-
cinogénicos al glutation para su procesamiento. En el
alelo -63C se detecta nueve veces menos capacidad de
union a la polimerasa Il de ARN fosforilada con respecto
al alelo -63A; se ha conjeturado que la disminucién
consecuente de GSTM3 podria incrementar el dafio al
ADN celular.*

Perspectivas y conclusiones

Las ciencias gendmicas y el desarrollo tecnoldgico
subyacente han hecho posible el estudio sistematico
del efecto de la variacién de la expresién genética en la
variacion fenotipica entre individuos; se ha acufiado el
término “genética gendmica”.* Debido a la complejidad
de los mecanismos de la regulacién transcripcional, los
enfoques actuales empleados para identificar eQTL a
escala gendmica y validar su relacién con rSNP no han
sido concluyentes en todos los casos. Esto se debe a que
casi todos ellos dependen del uso de lineas linfoblastoi-
des que no representan la diversidad de la expresion
genética en diferentes tejidos, utilizan diferentes plata-
formas de microarreglos y diversos métodos estadisticos
para analizar los datos, pero sobre todo se debe a que
emplean un niimero reducido de individuos en virtud
de los costos elevados, lo cual limita el poder estadistico
del andlisis.!74647
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Pese a las limitaciones actuales, este tipo de estu-
dios ha recibido gran apoyo, ya que diversas agencias
financian grandes consorcios multidisciplinarios e inter-
nacionales para la realizacién de este tipo de analisis.
De esta manera se reduce el costo para mejorar el uso
del nuevo conocimiento del genoma humano y con ello
revelar las bases fisiopatoldgicas de las enfermedades
complejas. Asimismo, se ha impulsado la inclusién
de un nimero mayor de individuos en los estudios
de asociacién y se tiene claro que deben repetirse en
diversas poblaciones para establecer la validez de las
asociaciones y poder continuar con la elucidacién de
los mecanismos fisiopatolégicos subyacentes.*®*’ Las
herramientas generadas hasta ahora por los estudios
en salud pblica son indispensables; no existe sustituto
para la realizacién de andlisis estadisticos rigurosos en
los estudios de asociacién y su validacion en diversas
poblaciones.

De manera adicional, en la bisqueda de rSNP es
indispensable el estudio detallado del haplotipo,**°!
debido a la abundancia de polimorfismos en regiones
no codificantes y a que los ER se organizan de modo
modular y funcionan en forma dependiente del contexto.
La evidencia obtenida hasta la fecha tanto en modelos
experimentales como en humanos®* (cuadro I) sugie-
re que la variacién de la expresién de mdltiples genes
funcionalmente relacionados puede determinar efectos
fenotipicos profundos, algunos de los cuales pueden
ser determinantes en la fisiopatologia de enfermedades
complejas, como la esquizofrenia, diabetes mellitus y
trastornos autoinmunitarios. Es indispensable la es-
tandarizacién de los protocolos, plataformas y fuentes
de tejido humano, asi como la depuracién de métodos
estadisticos para analizar la cantidad masiva de infor-
macién de expresion y variacion genética que se genera
a nivel mundial. Como lo sugieren los estudios listados
enel cuadro I, existe un gran potencial para la compren-
si6n de la fisiopatologia de enfermedades complejas si
se concede mds atencién en la biisqueda y andlisis de
polimorfismos reguladores, especialmente debido a que
los rSNP constituyen probablemente un alto porcentaje
de la variacién en el genoma humano.
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