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Implicaciones funcionales de los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) en genes codificantes de proteinas y no
codificantes en enfermedades multifactoriales
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Resumen

Los SNP representan las variantes genéticas mas comunes del genoma humano. Estas alteraciones de un solo nucleétido,
localizadas tanto en genes codificantes como en no codificantes de proteinas, se dividen en neutras y funcionales. Las
primeras no tienen impacto bioldgico, mientras, las sequndas afectan diversos procesos y constantemente se asocian con
riesgo en enfermedades multifactoriales. Los SNP funcionales de los promotores de ambos tipos de genes, denominados
SNP reguladores (rSNP) y rSNP de microRNA (miR-rSNP), respectivamente, afectan la expresion génica. Los SNP funcio-
nales ubicados en la estructura del RNA heterogéneo nuclear (exones e intrones), mRNA maduros (5’ UTR, secuencia co-
dificante y 3" UTR), y miRNA (pri, pre y miRNA maduros), se denominan SNP RNA estructurales (srSNP) y miR-srSNPs,
respectivamente. Los primeros afectan el corte y empalme; los segundos, la traduccion, la estabilidad, la secuencia de
aminodcidos, la estructura y la funcion de las proteinas, y la interaccion de mRNA/mIRNA; y los terceros alteran la estruc-
tura, el procesamiento, la interaccion miRNA/mRNA y su funcidn. La evaluacion del efecto bioldgico-funcional alélico de los
SNP ha contribuido enormemente a un mejor entendimiento de las enfermedades multifactoriales. El objetivo de esta revision
es actualizar al lector acerca del efecto funcional de estas variantes localizadas en algunos genes codificantes y no codi-
ficantes de proteinas, y su relacion con las enfermedades multifactoriales.

PALABRAS CLAVE: Polimorfismo de un solo nucledtido. RNA codificante. RNA no codificante.
Abstract

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) represent the most common type of variation in the human genome. The SNPs lo-
cated in protein-coding and non-coding RNA genes are classified as neutral and functional. The neutral have no effect, while
the functional affect different biological processes and continually confer risk for multifactorial diseases. Functional SNPs found
in the promoters of protein-coding and non-coding RNA genes (microRNAs: miRNAs) termed regulatory SNP (rSNPs) and
miRNAs rSNPs (miR-rSNPs), respectively, affect the gene expression. Functional SNPs located on the structure of the precur-
sor mRNAs (exons and introns), mature mRNA (5" untranslated region [UTR], coding sequence, and 3" UTR), and primary,
precursor, and mature miRNAs are termed structural RNA SNPs (srSNPs) and miR-srSNPs, respectively. The srSNPs affect
the splicing (and alternative splicing), sSrSNPs affect the splicing (and alternative splicing), the translation, stability, amino acid
sequence, structure, and function of proteins and interaction between mRNA/miRNASs. Finally, the miR-srSNPs affect the struc-
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ture, processing and interaction between miRNAs/mRNAs. Functional characterization of potentially harmful risk alleles of the
SNPs located in protein-coding and non-coding RNA genes have contributed to an understanding of their functions in the
complex diseases. The objective of this review is update the reader on the functional role of the SNPs located in protein-cod-
ing and non-coding RNA genes and their relationship with multifactorial diseases. (Gac Med Mex. 2017;153:238-50)
Corresponding author: Julian Ramirez Bello, drjulian.ramirez.hjm@gmail.com

KEY WORDS: Single nucleotide polymorphism. Protein-coding gene. Non-coding RNA.

|ntroducci6n

A principios del afio 2000 se publicaron sendos arti-
culos en dos de las revistas con mayor factor de impac-
to, Nature y Science, y ambos mostraron el nimero
aproximado de nucledtidos del genoma humano y un
elevado numero de variantes genéticas comunes (mas
de un millén); estos dltimos fueron llamados SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) o variantes de un solo nucleé-
tido (SNV, Single Nucleotide Variant)'?. Las caracteristi-
cas mas importantes de los SNP se describen en se-
guida: a) se localizan en todo el genoma humano, en
regiones intragénicas y extragénicas; b) representan las
variantes genéticas mas comunes; c) generalmente son
bialélicas; d) son faciimente evaluadas por métodos au-
tomatizados; y €) una gran parte de ellas tienen reper-
cusiones directas en enfermedades humanas (Tabla 1).
Desde el punto de vista funcional, es de vital importan-
cia identificar el papel biolégico de los nucledtidos de
los SNP que tienen una frecuencia alélica menor (MAF,
Menor Allele Frequency), localizados en diferentes ge-
nes®. Mediante estudios de asociacion de gen candida-
to o del genoma completo (GWAS, Genome-Wide As-
sociation Study) han sido identificados genes
involucrados en diversas enfermedades complejas (Fig.
1)46. Por su parte, los estudios de biologia-genética
molecular y bioguimicos han contribuido en la identifi-
cacion del papel funcional in vitro o in vivo de los alelos

menos frecuentes de los SNP localizados en la estruc-
tura de genes codificantes de proteinas y no codifican-
tes (Fig. 1)*79. Dichos estudios han definido el papel
funcional de los alelos de menor frecuencia en la expre-
sién génica, el corte y empalme (y el alternativo), la
traduccion, la alteracion de la estructura y de la funcién
de las proteinas y de los microRNA (miRNA), la estabi-
lidad de los RNA mensajeros (MRNA) y la interaccion
de miRNA y mRNA. Estos estudios, ademas, han con-
tribuido a entender cémo los alelos menos comunes de
los SNP confieren riesgo para desarrollar enfermedades
multifactoriales humanas, y como afectan la respuesta
a ciertos medicamentos3°,

Clasificacion funcional de los SNP

Los SNP funcionales se clasifican de acuerdo a la
region donde se ubican y al efecto que ejercen sobre
ella. Los SNP funcionales de los promotores de genes
codificantes de proteinas y no codificantes se denomi-
nan SNP reguladores (rfSNP) y SNP reguladores de los
microRNA (miR-rSNP), respectivamente (Tabla 2); ambas
variantes afectan la expresion génica (Fig. 2)3'12. Por
otro lado, los SNP funcionales localizados en la estruc-
tura de los mRNA precursores (pre-mRNA) y los mRNA
maduros se denominan SNP RNA estructurales (srSNP),
mientras los srSNP de los microRNA se denominan
miR-srSNP. Los srSNP afectan la traduccion, el corte y
empalme (y el alternativo), la estructura y la estabilidad

Tabla 1. Caracteristicas de los polimorfismos de un solo nucledtido

Caracteristicas Descripcion

Distribucion

Ubicacion

Un SNP se encuentra en promedio cada 250 pb; se han reportado cerca de 11 millones

Regiones intergénicas (o extragénicas) e intragénicas; en esta regién se encuentran genes

codificantes de proteinas y no codificantes.

Numero de alelos
Efecto biologico Neutras y funcionales
Evaluacion de los SNP

Usos en salud

Generalmente son bialélicas, aunque pueden ser trialélicas y tetraalélicas

Facilmente genotipificados mediante tecnologias automatizadas

Identificacion de individuos genéticamente susceptibles para desarrollar enfermedades

multifactoriales, gravedad, actividad y respuesta a medicamentos
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Figura 1. Caracterizacion funcional de los SNP. Los estudios de gen candidato o de asociacion del genoma completo (GWAS) han con-
tribuido enormemente en la identificacion de loci involucrados con riesgo para desarrollar diversas enfermedades humanas multifactoriales.
Los estudios de genética molecular y bioquimicos, a su vez, han contribuido en la identificacion del efecto funcional de los alelos menos
comunes de los SNP. Estos estudios pueden ir de gen candidato a identificacion funcional o viceversa.

de los mRNA, la maduracién, la funcion de las proteinas,
y la union entre mIRNA y mRNA (Fig. 3 y Tabla 2)3'".
Mientras, los miR-srSNP afectan el corte y empalme, el
procesamiento de transcritos grandes (MiRNA primarios:
pri-miRNA) y precursores (pre-miRNA), la unién de miR-
NA y mRNA, y su funcion (Fig. 4). Los SNP funcionales
de la secuencia codificante se denominan sinénimos
(sSNP) y no sinénimos (nsSNP) (Fig. 3). Los sSNP invo-
lucran un cambio de nucledtido y de codon (codigo
genético degenerado: mas de un codoén da origen al
mismo aminoé&cido), pero no de aminoacido, y aunque
no cambian la secuencia de amino&cidos en las protei-
nas, pueden afectar ciertos rasgos (Tabla 2 y Fig. 3). A
su vez, los nsSNP se subdividen en nsSNP sin sentido
(nonsense)y de sentido erréneo (missense); 1os primeros
generan un codén de paro y terminacion prematura de
la proteina, y los segundos generan un cambio de un
aminoacido. Ambos pueden tener un efecto drastico,

pero con los Ultimos puede no ser grave si los aminoéa-
cidos remplazados tienen similitud en la estructura qui-
mica y las propiedades bioquimicas. Los dos tipos de
variantes afectan la secuencia, la estructura y la funcion
proteica (Tabla 2 y Fig. 3)313-16,

Estructura y funcion de los promotores
de genes codificantes y no codificantes
de proteinas

El promotor de genes codificantes de proteinas y no
codificantes regula de manera coordinada la expresion
génica. En esta region se encuentran diversas secuen-
cias que actlan en cis. En los promotores de genes
codificantes, las secuencias cis se encuentran en el pro-
motor basal o nucleo del promotor y en la region proxima
al promotor basal®. Por otro lado, las secuencias consen-
S0, estructura y organizacion de los promotores de genes
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Figura 2. Efecto funcional de los rSNP y miR-rSNP. Los alelos menos comunes de los rSNP y miR-rSNP localizados en los promotores de
genes codificantes de proteinas y no codificantes, respectivamente, llevan a una menor o mayor expresion génica, ya sea creando, des-
truyendo o modificando la afinidad de union de diversas proteinas, como factores de transcripcion.

Tabla 2. Clasificacion funcional de los SNP

SNP funcionales Ubicacion

Funcién

rSNP y miR-rSNP
proteinas y no codificantes,

respectivamente
- srSNP pre-mRNA y mRNA maduros
- miR-srSNP pri, pre y miRNA maduros
cSNP Secuencia codificante
- sSNP
- nsSNP

¢ Sin sentido

e Sentido erréneo

Promotor de genes codificantes de

Alteran la expresion génica

Alteran la traduccion, la estabilidad, la longitud y
la interaccion de mRNA/mIiRNA

Afectan la estructura, el procesamiento y la
funcién de los miRNA

Afectan la estructura y la funcion o la actividad
de las proteinas o enzimas

Los nsSNP sin sentido generan un codoén de
paro y terminacién prematura de las proteinas
Los nsSNPs de sentido erréneo generan
cambios de aminoacidos

cSNP: SNP codificantes; miR-rSNP: SNP reguladores de microRNA; miR-srSNP: SNP RNA estructurales de microRNA; nsSNP: SNP no sinénimos; rSNP: SNP reguladores;

srSNPs: SNP RNA estructurales; sSNP: SNP sinénimos.

no codificantes se conocen poco, en comparacion con
los promotores de los genes codificantes’. Algunos ele-
mentos reguladores encontrados en el promotor de am-
bos tipos de genes son la caja TATA, elementos que

reconocen al factor de transcripciéon general Il B, la se-
cuencia iniciadora y méas de la mitad de los promotores
de los miRNA estan asociados con islas CoG". Diversas
secuencias cis localizadas en esta region regulan la
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Figura 3. Efecto funcional de los srSNP localizados en los pre-mRNA y los mRNA maduros. Los alelos menos comunes se encuentran en
los pre-mRNA localizados en intrones y exones de genes codificantes de proteinas afectan el corte y empalme (el alternativo y la eficiencia).
A su vez, los srSNP localizados en los mRNA maduros afectan la traduccion, la estabilidad, la vida media y la interaccion de mRNA y
miRNA; ademas, pueden afectar la secuencia codificante, la estructura y la funcion de las proteinas.

unién de diversos factores de transcripcion, transactiva-
dores, etc., que actuan en trans. La union cis-trans regula
la expresion génica de manera coordinada.

rSNP y miR-rSNP e implicaciones
bioldgicas en enfermedades complejas

Una gran proporcion de rSNP han sido identificados
en el genoma humano (35,000-47,000); sin embargo,
el nimero de miR-rSNP localizados en los genes no
codificantes no ha sido reportado'®'®. El alelo C del
rSNP -169T/C de FCRL3, el cual codifica para la pro-
teina 3 parecida a la fraccién cristalizable gamma,
aumenta la expresion de FCRLS a través de la modifi-
cacion de la afinidad de unién para el factor de trans-
cripcion NF-xB, y confiere susceptibilidad para desa-
rrollar artritis reumatoide (AR) y lupus eritematoso
sistémico (LES)?°. Por otro lado, los rSNP -376G/A,
-308G/A y -238G/A del gen TNF-o, el cual codifica
para el factor de necrosis tumoral alfa, llevan a una

mayor expresion de mRNA y proteina, y aumentan el
riesgo de desarrollar diversas enfermedades cronicas
inflamatorias y autoinmunitarias®?'. Los individuos con
genotipos G/A y AA del rSNP -308G/A del TNF-o. no
responden a la terapia biolégica anti-TNFa, en compa-
racion con el genotipo comun, G/G32. Por su parte, el
rSNP —168G/A del gen MHC2TA, que codifica para el
transactivador del complejo principal de histocompati-
bilidad de clase Il, disminuye in vitro su expresion y
confiere riesgo para desarrollar AR, esclerosis multiple
e infarto agudo al miocardio?®. Otro ejemplo lo consti-
tuye el rSNP -125G/A del gen BAX, el cual codifica
para la proteina proapoptética BAX (un gen supresor
de tumor): el alelo A lleva a una menor expresion del
RNAm/proteina supresora de tumor en comparacion
con el alelo G, y confiere riesgo para desarrollar leu-
cemia linfoblastica crénica®. Otros rSNP localizados
en diferentes genes alteran el grado de expresion gé-
nica y confieren susceptibilidad para el desarrollo de
enfermedades complejas humanas®*28. Por otro lado,
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pocos miR-rSNP han sido reportados afectar su expre-
sién. El alelo G del miR-rSNP rs57095329A/G del miR-
NA-146a lleva a una menor expresion del miR-146a, el
cual regula negativamente varios genes de la via del
interferon (un marcador de gravedad y actividad en el
LES), y la disminucién del miR-146a confiere riesgo
para desarrollar LES?”. Por otro lado, el alelo C del
miR-rSNP rs4938723C/T (se encuentra en la isla CpG)
del gen miR-34b/c disminuye su expresion in vitro'y en
células tumorales renales, y aumenta el riesgo para
desarrollar este tumor?®. Otros miR-rSNP localizados
en diferentes genes de miRNA afectan sus niveles de
expresion y confieren susceptibilidad para el desarrollo
de diversas enfermedades humanas?®-3",

Estructura de los mRNA

Dada la importancia de cada region de los mRNA,
se describiran brevemente su estructura y funcion. Di-
ferentes regiones forman a los mRNA precursores
(pre-mRNA) y maduros, y cada region participa en
diferentes eventos biologicos. Los pre-mRNA estan for-
mados por:

- Exones e intrones, y en su extremo 5’y 3’ del trans-

crito se encuentran la estructura caperuza, o Cap,
y cola de poliadeninas (poliA), respectivamente.

- Por su parte, los mRNA maduros o simplemente
mRNA estan formados por la regién 5’ no tradu-
cida (UTR, Untranslated Region).

- Secuencia codificante.

- Regién 3" UTR, y en sus extremos 5’y 3’ del trans-
crito se encuentran la Cap y la cola de poliA,
respectivamente; los intrones ya fueron eliminados

(Fig. 3).
Estructura y funcién de los 5’ UTR

En el extremo 5 de la region 5 UTR de los RNAm
primarios y maduros se encuentra la Cap, y sobre esta
region se localizan diversas secuencias cis que regu-
lan la traduccion; entre ellas la secuencia de entrada
a los ribosomas (IRES, Internal Ribosome Entry Site),
el coddn de inicio de la traduccion (AUG) y otras AUG
alternativas localizadas hacia arriba. La presencia de
méas de una IRES, AUG y diversas estructuras secun-
darias (p. e€j., tallo-asa) regulan importantemente la
traduccion de los mRNA. En esta region se unen dife-
rentes proteinas que regulan la entrada de los mRNA
a los ribosomas, el inicio-alargamiento de la traduccion
y frecuentemente la expresion génica (por la cercania
de esta region al promotor de los genes). En los

eucariontes, el inicio de la traduccion depende de dos
eventos: el inicio dependiente de Cap y la entrada de
los mRNA a los ribosomas®>24. El inicio de la traduc-
cién comienza cuando el factor IF4E se une a la Cap,
inmediatamente después se une elF4F y se forma un
complejo que consta de elF4E, elF4A y elF4G. La el-
FAA, una helicasa de RNA dependiente de ATP, des-
dobla la estructura secundaria de la region 5 UTR
estimulada por la proteina de union al RNA: elF4B.
Posteriormente, el mRNA se une a la subunidad pe-
quefia 40S de los ribosomas; esta subunidad encuen-
tra el AUG e inicia la sintesis de proteinas®?-34,

srSNP localizados en la region 5° UTR de
genes codificantes de proteinas y sus
implicaciones bioldgicas en
enfermedades complejas

Diversos srSNP localizados en la regién 5 UTR de
varios genes han sido caracterizados a nivel funcional.
El srSNP +112A/C del ex6n 1 del gen UCP1T, el cual
codifica para la proteina desacoplante 1, se ubica en
un elemento de respuesta para insulina. Un estudio
mostrd que el alelo de menor frecuencia altera los ni-
veles de mRNA y confiere riesgo para diabetes mellitus
tipo 23%, El srSNP rs3813946A/G del gen CR2, que
codifica para el receptor 2 del complemento, no solo
afecta su expresion génica, sino que también altera la
accesibilidad de algunas proteinas a la cromatina y
confiere susceptibilidad para desarrollar LES3. Por
otro lado, el srSNP rs751402C/T del gen ERCCS, el
cual codifica para la proteina 5 del complemento y esta
involucrado en la reparacion por escision de nucledti-
dos, crea un sitio de marco de lectura abierto rio arriba
del original, y afecta la expresion de la proteina y su
capacidad para ser sintetizada después de un dafio al
DNA. Los individuos que tienen la variante de riesgo
presentan resistencia a medicamentos basados en pla-
tino%”. Otros srSNP localizados en esta region afectan
la traduccion de los mRNA, o el grado de expresion
génica de sus respectivos genes, y confieren suscep-
tibilidad para desarrollar enfermedades multifactoriales
humanas, como asma, resistencia a la insulina y tras-
tornos psiquiatricos38-40,

Estructura y funcion de los intrones

Los intrones representan secuencias no codificantes
localizadas entre exones de genes codificantes de pro-
teinas o pseudogenes. Generalmente son grandes
cuando se comparan con los exones, llegando a tener
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una longitud de cientos a miles de nucleotidos. Un es-
tudio reciente mostré que esas secuencias representan
cerca del 24% de todo el genoma humano*'-43. El corte
y empale es el mecanismo biolégico por el cual los
intrones son eliminados y unidos los exones. Datos re-
cientes indican que el 70-98% de los genes codifican-
tes de proteinas sufren este proceso®. Inicialmente se
pPropuso que estas secuencias eran basura del DNA
(dado que son eliminadas de los pre-mRNA), pero hoy
sabemos que en ellos se encuentran genes de miRNA
(solos o agrupados)** y diversas secuencias cis involu-
cradas en el corte y empalme (y el alternativo), y en la
eficiencia del corte y empalme, tales como sitios de
ramificacion y potenciadores o inhibidores del corte y
empalme intrénicos (ISE, Intronic Splicing Enhancer, e
ISS, Intronic Splicing Silencer, respectivamente), entre
otras. El spliceosoma, que regula la eliminacion de in-
trones y la union de exones, esta constituido por diver-
sas ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNP,
Small Nuclear Ribonucleoprotein, como U1, U2, U4, U5
y U6) y factores no relacionados con snRNP*>46, Un
intrén tipico contiene un sitio de corte y empalme en el
extremo 5’ (5 ss, 5 splice site), una secuencia de rami-
ficacion (BPS, Branch Point Sequence), un tracto de
polipirimidina (PYT, Polypyrimidine Tract) y otro ss en el
extremo 3’ del intron (Fig. 3), ademas de contener co-
munmente ISE o 1SS34547.

srSNP localizados en intrones e
importancia biolégica en las
enfermedades complejas

Los srSNP localizados en los intrones afectan el corte
y empalme, el corte y empalme alternativo, y la eficiencia
del corte y empalme. EI srSNP rs9930761T/C, que cam-
bia una timina por una citosina, localizado en el intrén 8
del gen CEPT, el cual codifica para una proteina que
transfiere colesterol, se ubica en el sitio de ramificacion,
afecta la inclusion/exclusion del exon 9, estd asociado
con niveles alterados de lipoproteinas de baja densidad
(LDL, Low-Density Lipoprotein) y confiere riesgo cardio-
vascular dependiente del sexo*8. Por otro lado, tres srS-
NP (rs17026688C/T, rs17026651C/G y IVS8+48delG; el
ultimo, una delecién del nucledtido G) localizados en el
intron 8 del gen GADLI, el cual codifica para la proteina
1 parecida a glutamato descarboxilasa, afectan fuerte-
mente la terapia basada en litio en pacientes con enfer-
medad bipolar I. La variante IVS8+48delG afecta el corte
y empalme de los exones 7 y 8 de GADLT, generando
una isoforma corta debido a la eliminacién de ambos
exones en una linea celular neural, y este evento afecta

la respuesta al litio (farmaco empleado como primera
linea de tratamiento en la enfermedad bipolar)*®-%'. Por
otro lado, los srSNP rs2283265T/G y rs1076560T/G, lo-
calizados en los intrones 5 y 6, respectivamente, del gen
DRD2 que codifica para el receptor D2 de la dopamina,
regulan la exclusion del exdn 6 generando un transcrito
corto. Estudios realizados en tejido de corteza prefrontal
y estriado confirmaron que los portadores del haplotipo
GG (provienen de ambos rsSNP) generan un transcrito
de DRD2 corto, afectan la unién de las proteinas SRP55
y SRP40, las cuales regulan el corte y empalme, y alteran
la actividad neuronal y la memoria®2. Un ejemplo mas lo
representa el srSNP rs9406328A/G, localizado en el in-
trén 10 del gen THBS2 que codifica para la trombospon-
dina 2, proteina de matriz extracelular que regula los
niveles de metaloproteasas involucradas en su remode-
lamiento. El srSNP rs9406328A/G se encuentra en el
tracto de polipurimidina. Un estudio mostré que esta
variante afecta la exclusion del exon 11 in vivo y confiere
riesgo para desarrollar hernia de disco lumbar®3. Otros
srSNP localizados en los intrones de diferentes genes
afectan el corte y empalme (y el alternativo), y la eficien-
cia del corte y empalme, y confieren riesgo para el de-
sarrollo de diversas enfermedades multifactoriales
humanas®-5’.

Estructura y funcion de los pre-mRNA

Los pre-mRNA (en sus extremos 5’y 3' tienen la Cap
y la cola de poliA, respectivamente) estan formados por
exones e intrones, 1os exones forman las regiones 5’ UTR,
la secuencia codificante y la 3" UTR; por su parte, los
intrones interrumpen la secuencia codificante. Los exo-
nes localizados en los pre-mRNA tienen un papel funda-
mental en la regulacion del corte y empalme (y el alter-
nativo), en la union de diversas proteinas al RNAm, en la
accesibilidad de proteinas que regulan el corte y empal-
me de los pre-mRNA, y en la formacion de la estructura
y la estabilidad de los pre-mRNA (Fig. 3). Diversas se-
cuencias cis han sido identificadas al inicio y al final de
los exones, tales como potenciadores e inhibidores del
corte y empalme exénicos (ESE, Exonic Splicing Enhan-
cers, y ESS, Exonic Splicing Silencer, respectivamente),
secuencias que responden a la activacion del corte y
empalme, y sitios aceptores de corte y empalme, entre
otros3%8-60, Estas secuencias son reconocidas por snR-
NP y otras proteinas, las cuales aumentan o inhiben la
eficiencia del corte y empalme (y alternativo), generando
diversas isoformas de mRNA, con inclusion o exclusion
de exones, retencion de intrones, etc., lo cual se traduce
en proteinas con diferentes longitud y actividad®%8-60,
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srSNP localizados en los exones de los
pre-RNA e importancia bioldgica en las
enfermedades complejas

Los srSNP localizados en los exones de los pre-mR-
NA afectan el corte y empalme, el corte y empalme
alternativo, y la eficiencia del corte y empalme. El srS-
NP C77G localizado en el exon 4 del gen CD45, el cual
codifica para una proteina tirosina-fosfatasa, tipo re-
ceptor C, se encuentra en uno de los residuos del
tracto de pirimidina. Este polimorfismo altera la funcién
normal del ESS1, inhibe el corte y empalme, y afecta
la inclusion del exon 4 en el transcrito de CD45. La
eliminacion de este exdn lleva a la disminucion de su
actividad en las células T y contribuye en la hiperacti-
vidad del sistema inmunitario y en la susceptibilidad
para desarrollar diversas enfermedades autoinmunita-
rias®. Por otro lado, el srSNP rs5883C/T, localizado en
el exon 9 del gen CETP, afecta la secuencia de un ESE,
y junto con el rs9930761T/C, localizado en el intrén 8
(el cual afecta el sitio de ramificacion), alteran la inclu-
sion del exon 9y afectan en Ultima instancia los valores
de LDL y el riesgo cardiovascular®. A su vez, el srSNP
rs767455A/G, localizado en el ss del extremo 3 del
exén 1 del pre-mRNA de TNFR7, el cual codifica para
el receptor 1 del factor de necrosis tumoral alfa, afecta
la inclusion del exén 2; esta variante ha sido asociada
con sindrome periddico asociado a TNFR®!. Otros sr-
SNP afectan el corte y empalme, la eficiencia del corte
y empalme, el empalme alternativo, la estabilidad de
la estructura de los pre-mRNA y la accesibilidad de
diversas proteinas que regulan el corte y empalme,
ademés de conferir riesgo para el desarrollo de diver-
sas enfermedades humanas complejas (Tabla 3)82-64,

Estructura y funcién de la secuencia
codificante de los mRNA maduros

La secuencia codificante de los mRNA maduros
esta involucrada en la sintesis de las diferentes protei-
nas. En este proceso, el codigo genético utiliza 61
codones (codigo genético degenerado) para colocar
20 aminoacidos diferentes en las proteinas. Desde
hace varios afos se sabe que la secuencia codificante
no solo codifica amino4cidos y sintetiza proteinas, sino
que cumple otras funciones, como mantener estable
la estructura secundaria o terciaria de los mRNA, a
través de la union de diversas proteinas de union a
RNA (RBP, RNA-Binding Proteins) involucradas en su
plegamiento, las cuales ademas protegen al mRNA de
la degradacién®96,

sSNP y nsSNP en la secuencia
codificante e importancia bioldgica en las
enfermedades complejas

En teorfa, los sSNP no tienen efecto en la célula,
pero esto no es asi, pues los sSNP localizados en
los pre-mRNA y mRNA maduros pueden afectar el
corte y empalme, la estructura, el plegamiento y la
estabilidad de estos RNA, la respuesta a medica-
mentos Y la interaccion con diversas RBP (Fig. 3)13:65-69,
Por otro lado, los nsSNP sin sentido y de sentido
erréneo pueden afectar la estructura, el plegamiento,
la estabilidad, la interaccién con otras proteinas, la
funcién y la actividad de diversas proteinas (0 enzi-
mas), y la respuesta a medicamentos'™8972 Un sSNP
localizado en el exén 26 del gen MDRT7, el cual co-
difica para la glucoproteina p (P-gp, Permeability
Glycoprotein), funciona como una bomba de eflujo
qgue contribuye en la farmacocinética de diversos
medicamentos, se ubica el sSNP 3435C/T (isoleuci-
na/isoleucina) y no altera los niveles de mRNA y de
proteina (los niveles son similares cuando se com-
paran ambos alelos); sin embargo, el cambio del
coddén comun ATC por el raro ATT afecta la velocidad
de traduccion, el plegamiento, la funcién y la inser-
cion de la P-gp a la membrana celular, y lleva a una
menor efectividad para responder a ciertos medica-
mentos’374. Por otro lado, el sSSNP 971C/T, localizado
en el gen CDSN, el cual codifica para la corneodes-
mosina, afecta la estabilidad de la estructura del
mRNA (debido a que esta variante se encuentra en
un motivo de estabilidad del mRNA), altera la unién
de una proteina al mMRNA y confiere riesgo para pso-
riasis (Tabla 3)7.

Por otro lado, varios nsSNP localizados en la se-
cuencia codificante de DNase 1y DNasell3, que
codifican para la desoxinucleasa 1 y la proteina 3
parecida a la DNasa 1, disminuyen su actividad, con-
firiendo susceptibilidad al LES, debido a que ambas
DNasas no eliminan los restos de DNA (de nucleoso-
mas), llegando a generar autoanticuerpos contra el
DNA78. Por otro lado, el nsSNP rs5744174C/T, que
cambia leucina por fenilalanina en el gen TLR5, el cual
codifica para el receptor 5 parecido a toll, aumenta la
produccioén de la quimiocina 20 en respuesta a la fla-
gelina y confiere riesgo para desarrollar enfermedad
de Crohn””. El alelo T del nsSNP 1858C/T del gen
PTPN22, el cual codifica para la proteina LYP, un re-
gulador negativo de la sefializacion de linfocitos T/B
mediada por el receptor de células T (TCR, T Cell
Receptor), cambia una arginina por triptdéfano en el
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Tabla 3. Ejemplo de SNP funcionales involucrados con riesgo para desarrollar diversas enfermedades humanas multifactoriales

Tipo de SNP Gen Posicion del gen Alteracion molecular y patologia involucrada()

rSNP FCRL3 -169T/C Afecta la expresion génica y confiere susceptibilidad
para LES y AR

rSNP TNF-o. -376G/A Afecta la expresion génica y confiere riesgo para

-308G/A malaria cerebral, AR y LES?!
-238G/A

miR-rSNP miR-146a Promotor Afecta la expresion génica y confiere riesgo para LES?’

miR-rSNP miR-34b/c Promotor Afecta la expresion génica y confiere riesgo para
céncer renal®

SrSNP CR2 5 UTR Altera la expresion génica y la accesibilidad para proteinas
que regulan la expresion, confiere riesgo para LES®

SrSNP ERCC5 5 UTR Crea un marco de lectura adicional, afecta la expresion
y la sintesis de la proteina, causa resistencia a agentes
basados en cisplatino®”

srSNP CETP Intrén 8 Causa alteracion en el corte y empalme, y se asocia
con enfermedades cardiovasculares®

srSNP GADL1 Intrén 8 Afecta el corte y empalme alternativo, v altera la respuesta
a la terapia basada en litio en la enfermedad bipolar*

srSNP SLC6A4 3 UTR Afecta la expresion y la estabilidad del mRNA, y se
asocia con una mayor intensidad para ingerir alcohol®

SrSNP TNFR2 3" UTR Altera la estabilidad del mRNA y se asocia con
obesidad y con resistencia a la insulina®

SrSNP miR-146a Tallo del pre-miR-146a G/C Afecta la integridad de la estructura y el procesamiento
del miRNA, y confiere susceptibilidad a cancer de
prostata, carcinoma hepatocelular y sepsis'®

srSNP miR-196a-2 Tallo del pre-miR-196a-2 C/T Afecta el procesamiento del miRNA y confiere riesgo
para cancer colorrectal’’

sSNP MDR1 3435C/T exdn 26 Afecta la velocidad de plegamiento y la funcion de P-gp
en la membrana de las células’

nsSNP TLR5 Exén Induce una mayor cantidad de CCL20 en respuesta a la
flagelina y confiere riesgo para enfermedad de Crohn’”

nsSNP PTPN22 Exén 14 Altera la unién Csk-LYP y ya no puede inactivar a células

del sistema inmunitario, lo cual genera riesgo para AR7&%0

AR: artritis reumatoide; CCL20: Chemokine C-C Ligand 20; CETP: Cholestery! Ester Transfer Protein; CR2: Complement Receptor 2,

ERCC5: Excision Repair Cross-Complementation group 5; FCRL3: Fc receptor-like protein 3; GADL1: Glutamate decarboxylase-like 1; LES: lupus eritematoso sistémico;
MDR1: Multidrug Resistance protein 1; miR-146a: microRNA146a; miR-196a-2: microRNA 196a-2; miR-34b/c: microRNA 34b/c; miR-rSNP: SNP reguladores de microRNA;
nsSNP: SNP no sinénimos; PTPN22: Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 22; rSNP: SNP reguladores; SLC6A4: Solute Carrier family 6; stSNP: SNP RNA
estructurales; sSNP: SNP sinénimos; TLR5: Toll-Like Receptor 5; TNFR2: Tumor Necrosis Factor Receptor 2; TNF-o.: Tumor Necrosis Factor c.

codén 620 (R620W) y rompe la interaccién con la
proteina CSK (C-Src Kinase); ambas (con LYP) regulan
negativamente la activacion de los linfocitos B/T, lle-
vando a una menor actividad de LYP y una mayor
activacion de células T/B, confiriendo susceptibilidad
a la AR78-80. Otros sSNP y nsSNP afectan la interac-
cién con otras proteinas, la actividad enzimatica, etc.,
y confieren susceptibilidad a diversas enfermedades
humanas (Tabla 3)5:65.69.81

Estructura y funcion de la region 3’ UTR
de los mRNA maduros

La presencia de secuencias cis y diversas estructu-
ras localizadas en la region 3' UTR de los mRNA ma-
duros regulan la expresion génica postranscripcional,
debido en gran parte a la interaccién con factores
frans, que incluyen RBP y miRNA. Esta region esta
involucrada en la estabilidad, la localizacion y la expor-
tacion de los mRNA hacia el citoplasma, y en la
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interaccion de mMRNA y miRNA®, | a longitud de 3' UTR
varia considerablemente y depende del tejido, del or-
gano o de la condicion patolégica; por ejemplo, un
mismo RNAm que codifica para la misma proteina
puede tener una 3' UTR con longitud variable en dife-
rentes tipos celulares, debido a los sitios alternativos
de poliadenilacion localizados en esta region®84, |so-
formas cortas de la region 3" UTR se asocian con una
mayor estabilidad, mientras que las largas se asocian
con menor estabilidad, y las isoformas cortas escapan
de los mecanismos que regulan la degradacion de los
RNAm debido a la union con diferentes miRNA, los
cuales suprimen la traduccion de los mRNA,; asi, las 3’
UTR largas presentan un mayor nimero de sitios de
union a miRNA. Otras secuencias localizadas en esta
region regulan el decaimiento de la vida media de los
MRNA83-87,

srSNP localizados en la region 3° UTR
e importancia bioldgica en las
enfermedades complejas

El srSNP rs3735590C/T del gen PONT, el cual
codifica para la proteina paraoxonasa 1, afecta la
union del miR-616, el alelo C, reduce la afinidad de
union del miR-616 y aumenta la expresion del gen
PON1. Esta variante confiere riesgo para desarrollar
accidente cerebrovascular isquémico y rasgos sub-
clinicos de aterosclerosis®®. Por otro lado, el alelo G
del srSNP rs1042173T/G, localizado cerca de un
sitio de poliadenilacion y del sitio de union el miR-
135 en la regioén 3° UTR del gen SLC6A4, el cual
codifica para el transportador de serotonina (este
gen se expresa en el cerebro de los humanos), au-
menta los niveles de mRNA y proteina en compara-
cion con el alelo T. Esta variante, ademas, mostré
una asociaciéon con la intensidad para beber alco-
hol. Algunos autores han hipotetizado que esta va-
riante puede afectar la estabilidad del mRNA®. Tres
srSNP localizados en la regiéon 3° UTR del gen
TNFR2, el cual codifica para el receptor 2 del factor
de necrosis tumoral, afectan la union de proteinas
al mRNA, su vida media y su estabilidad. Estas va-
riantes, ademas, han mostrado asociacion con di-
versas enfermedades humanas complejas, como obe-
sidad, incremento de leptina y resistencia a la insulina,
entre otras (Tabla 3)%. Otras variantes que afectan la
estabilidad de los mMRNA y la unién con diversos miR-
NA, y confieren susceptibilidad a diversas enferme-
dades humanas, han sido descritas por varios autores
(Tabla 3)91-93,

Estructura y funcién de los genes
que producen RNA no codificantes.
Ejemplo de los miRNA

Los datos de la secuenciacion del genoma humano
mostraron que solo el 1.5% codifica proteinas; el resto
de los transcritos provienen de genes no codificantes
e incluye a los miRNA, tRNA, largos no codificantes, y
rRNA, entre otros®. En esta seccion se hablaré es-
pecificamente de la estructura y la funcion de los miR-
NA. Los genes de miRNA se distribuyen practicamente
en todos los cromosomas, en el Y solo se han identifi-
cado un par de ellos. Dada su amplia distribucion y
tamano, estos se pueden ubicar en regiones intergéni-
cas, en intrones y en exones*%. La mayoria de los
pri-miRNA son sintetizados por la RNA polimerasa |,
y de manera similar a los mRNA, contienen en sus
extremos 5’y 3’ la Cap y la cola de poliA, respectiva-
mente®. Los miRNA maduros miden 18-22 nucledtidos
y provienen de pre-miRNA de aproximadamente 70
nucledtidos, los cuales son generados de pri-miRNA
mas grandes®. Los pri-miRNA son escindidos por la
RNasa Drosha, generando los pre-miRNA en el nucleo,
los cuales se unen a la exportina 5 y viajan al citoplas-
ma, en donde la RNasa Il Dicer genera miRNA madu-
ros duplex de 22 nucledtidos. Posteriormente, una pro-
teina argonauta selecciona la hebra guia, mientras la
hebra antiguia es degrada por el complejo RISC (RNA
Induced Silencing Complex), y el producto final es el
miRNA, el cual se encuentra listo para unirse a sus
diferentes mRNA (Fig. 4)%-%°. Diversos estudios han
mostrado que la regién semilla de los miRNA (nucleo-
tido 2-7) es determinante en la seleccion de mRNAY-9°,
Los miRNA se unen sobre todo a la region 3' UTR de
los mRNA, y su principal funcion es inhibir la expresion
génica a nivel postranscripcional, inhibiendo la sintesis
proteica® (Fig. 4).

srSNP localizados en la region 3’ UTR
e importancia bioldgica en las
enfermedades complejas

Variantes genéticas localizadas en la estructura de
los pri, pre 0 miIRNA maduros afectan su procesamien-
to, actividad y funcion (Fig. 4). EIl miR-srSNP funcional
rs2910164G/C, localizado en la region del tallo del pre-
miR-146a, resulta en el cambio de C:U en lugar de G:U,
afectando su integridad, procesamiento y forma madu-
ra del miR-146a. Esta variante, ademas, ha sido aso-
ciada con diversas enfermedades humanas, tales
como cancer de préstata, carcinoma hepatocelular y
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Figura 4. Efecto funcional de los miR-srSNP localizados en pri-miRNA, pre-miRNA y miRNA maduros. Los MAF de SNP localizados en
pri-miRNA, pre-miRNA y miRNA maduros afectan el corte y empalme (cuando se originan varios miRNA a partir de un solo transcrito), el
procesamiento, la estructura, la interaccion de miRNA y mRNA, y finalmente su funcion.

sepsis grave, entre otras'®. Otro SNP funcional locali-
zado en la region del tallo del pre-miR-196a-2 es el
rs11614913C/T. El alelo C de este SNP afecta su es-
tructura, y estudios funcionales mostraron que el alelo
C aumenta los niveles de miR-192a-2 cuando se com-
par6 con el alelo T en tejido tumoral de pulmon. El el
alelo menos comun C se asocio con un aumento de la
expresion de miR-196a-2 maduro. Estos resultados in-
dican que el srSNP rs11614913C/T afecta el procesa-
miento del pre-miRNA a su forma madura. Estudios
previos han mostrado que altos niveles de miR-196a
promueven la migracion y la invasion de células de
cancer colorrectal’’. Por otro lado, un SNP funcional
localizado en el pre-miR-34a reduce su expresion y
promueve la migracion y la proliferacion de células de
osteosarcoma'®. Otros estudios han reportado cémo
este tipo de SNP altera los niveles de expresion, el
procesamiento o la actividad, confiriendo susceptibili-
dad a desarrollar diversas enfermedades multifactoria-
les humanas (Tabla 3)103104,

Conclusiones

Diversos estudios han mostrado la importancia fun-
cional de los rSNP, los miR-rSNP, los srSNP vy los
miR-srSNP localizados en genes codificantes de pro-
teinas y no codificantes en la fisiopatologfa de diversas
enfermedades multifactoriales, afectando la expresion
génica, el corte y empalme, la estabilidad (y la estruc-
tura), el procesamiento de los mMRNA y miRNA, y la
interaccion de miRNA/mRNA. A su vez, los sSNP y
nsSNP afectan la estructura, la funcién o la actividad
de proteinas o enzimas implicadas en la respuesta a
medicamentos. Comprender el efecto bioldgico de los
alelos de los SNP en diferentes genes asociados con
diversas enfermedades permitird definir correctamente
su influencia en la susceptibilidad, la gravedad y la
actividad de las diferentes enfermedades multifactoria-
les humanas, y ademas contribuiré a identificar indivi-
duos que responderan o no a ciertos medicamentos o
terapias biologicas.
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