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Resumen
Los estudios de genómica comparativa indican que el análi-

sis de la homología entre secuencias de diferentes especies

puede aportar información útil para el estudio de enfer-

medades humanas. En particular, se conoce que las va-

riantes genéticas biológicamente relevantes se conservan

más que otro tipo de secuencias. Las variantes genéticas

relacionadas con enfermedades se obtienen a través de es-

tudios de asociación genética. Generalmente, estos estu-

dios se centran en variantes del tipo SNP (Polimor�smo

de Nucleótido Simple) pero presentan ciertas di�cultades

a la hora de la replicación y validación de resultados. La

presencia de falsos positivos induce a la búsqueda de cri-

terios de priorización de SNPs, por ejemplo en función de

su relevancia biológica. En este trabajo se propone un cri-

terio basado en la conservación de secuencias homólogas

entre especies. Se ha comparado la conservación de se-

cuencias para dos muestras de SNPs, formadas por SNPs

relacionados con enfermedades, indexados en la base de

datos OMIM, y por SNPs neutros seleccionados de forma

aleatoria. Se han obtenido diferencias signi�cativas en-

tre los dos grupos, con un p-valor de 0.0016, presentando

mayor grado de conservación los SNPs relacionados con

enfermedades que los SNPs de control.

1 Introducción

Uno de los mayores retos de la investigación genética
es la identi�cación de factores relacionados con enfer-
medades humanas mediante el estudio de la relación
entre genotipos y enfermedades. Se conoce que la
variabilidad genética entre individuos sólo representa
un 1 % del genoma humano. Esta proporción corres-
ponde a los diferentes tipos de variantes genéticas
responsables de características individuales como los
rasgos físicos, la susceptibilidad a contraer ciertas
enfermedades o la respuesta a tratamientos médicos
[1]. En particular, los polimor�smos de nucleótido
simple (SNPs) son la fuente de variación genética más
utilizada para el estudio de enfermedades humanas
[2]. Un SNP es una posición en el genoma donde se
produce una mutación, generalmente la substitución

de una base por otra, que se ha conservado de
generación en generación, logrando una frecuencia de
más de un 1% de la población.En la actualidad, se
han validado aproximadamente 3 millones de SNPs
(rs SNP o reference SNP) y se estima que existen
alrededor de 10 millones en el genoma humano (ss
SNP o Submitted SNP) de los que sólo una pequeña
proporción estan relacionados con enfermedades [3].
Los SNPs relacionados con enfermedades se encuen-
tran mediante estudios de asociación genética. Los
resultados de estos estudios son difíciles de replicar
y/o validar y, a menudo, presentan falsos positivos.
Por eso, la búsqueda de criterios para priorizar la
relevancia biológica de los SNPs está ganando prota-
gonismo en la investigación genética [4]. La ubicación
del SNP respecto al gen, la característica del SNP
en cuanto a cambios funcionales en la proteína o
la conservación del SNP a lo largo de las especies
son posibles criterios de priorización de los SNPs
como medida de soporte a los estudios de asociación
[5, 6]. En particular, el estudio de la conservación de
las secuencias entre especies es de gran interés para
la identi�cación de marcadores genéticos asociados
con enfermedades [7]. Los estudios de genómica
comparativa han demostrado que gran parte del
genoma humano es común con otras especies [8].
Gracias a la disponibilidad de múltiples secuencias
genómicas de organismos modelo, estos estudios
aportan información sobre la relevancia selectiva
de las variantes genéticas desde un punto de vista
evolutivo [9]. Por otro lado, se cree que las secuencias
funcionales tienden a evolucionar más lentamente y
por tanto son mas conservadas que secuencias menos
relevantes [10, 11, 12, 13].
Los SNPs relacionados con enfermedades y cuya
asociación con la enfermedad ha sido con�rmada se
pueden encontrar en bases de datos públicas como la
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) [14].
La conservación de las secuencias entre especies se
mide a partir de herramientas para buscar homologías
entre secuencias. Dos secuencias son homólogas si
son muy similares y provienen del mismo antecesor
[10, 15]. Las medidas de conservación entre secuencias
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homólogas se basan en "scores" de similitud [16]. Una
de ellas es la entropía de Shannon [17]. La entropía es
una medida de desorden introducida por C. Shannon
en el campo de las telecomunicaciones [18] y que
ha sido aplicada a la bioinformática, sobretodo en
estudios de análisis y alineamiento de secuencias [19].
El objetivo de este trabajo es establecer un criterio
basado en homologías para validar los resultados
obtenidos en estudios de asociación genética. La
hipótesis del trabajo establece que los SNPs relaciona-
dos con enfermedades presentan mayor conservación
entre especies que los SNPs menos relevantes. Para
ello se ha realizado un estudio estadístico, com-
parando la conservación de secuencias de SNPs en
una muestra de SNPs indexados en la OMIM y una
muestra de SNPs neutros seleccionados de manera
aleatoria.

2 Materiales y Métodos

En la �gura 1 se muestra de manera esquematica los
diferentes estadios del diseño experimental así como
las herramientas utilizadas en cada etapa del proceso.

Figura 1. Etapas de la metodología de trabajo

Los datos se han obtenido de la base de datos SNP
Home de NCBI [20]. Esta base de datos contiene
información sobre rs SNPs. En particular, para
cada SNP, se almacenan datos como el organismo
afectado, el tipo de polimor�smo, la mutación o
la ubicación del SNP respecto al gen, entre otros.
Uno de los campos hace referencia a la relación del
SNP con enfermedades humanas, en función de si
el SNP aparece en la base de datos OMIM [14]. El
motor de búsqueda de la base de datos SNP Home
permite hacer consultas de SNPs con diferentes
criterios basados en estos atributos. Así pues, se
han seleccionado los polimor�smos de tipo SNP, del

organismo Homo sapiens e indexados en la OMIM.
Esta muestra está compuesta por 3547 SNPs, para
los que se ha almacenado la secuencia vecina del SNP,
una secuencia de tamaño variable conteniendo el SNP,
y su ubicación respecto al gen (en un exón, intrón, u
otras regiones). Esta muestra se comparará con una
muestra de control, formada por 3547 SNPs neutros
seleccionados de forma aleatoria mediante consultas
a la base de datos SNP Home con la restricción de
conservar las proporciones de SNPs de las diferentes
clases, factor que puede afectar la conservación de los
SNPs y que podría alterar los resultados. En este
caso se han clasi�cado los SNPs según si estan en un
exón, en un intrón, o en otras regiones (promotores,
UTR (Untranslated Regions), ...). Otra característica
de la segunda muestra de SNPs es que está formada
por SNPs que no aparecen en el OMIM, para poder
aplicar tests estadísticos de comparación de muestras.

En segundo lugar, se han buscado secuencias homólo-
gas a la secuencia de cada SNP. Se ha utilizado un
algoritmo de BLAST, un software libre del NCBI [21].
En particular se ha aplicado el algoritmo blastn de
forma automática para todos los SNPs. El algoritmo
blastn parte de una secuencia de nucleótidos (la
secuencia del SNP) y busca homologías en una base
de datos de secuencias de nucleótidos para todas las
especies. Este algoritmo depende del parámetro E,
también conocido como E-valor, que determina la
signi�cación estadística de la homología obtenida.
En este caso se ha trabajado con E = 10−3, un
valor su�cientemente signi�cativo y que permite
obtener un cierto grado de variabilidad en los datos.
El algoritmo de BLAST también permite limitar
el número de secuencias homólogas de la salida y
seleccionar el tipo de especies modelo. En este caso,
no se ha especi�cado ninguna restricción para estos
parámetros.

Una vez obtenido el conjunto de secuencias homólo-
gas, se ha aplicado un algoritmo de alineamiento de
secuencias. Se ha trabajado con el software MUSCLE
[22]. Para optimizar la rendibilidad del algoritmo de
alineamiento de múltiples secuencias, se han recor-
tado las secuencias a 100 nucleótidos de longitud,
centrados en el SNP. La ventaja de MUSCLE es que
permite modi�car ciertos parámetros para obtener un
mejor rendimiento (precisión y velocidad de cálculo)
que otros algoritmos. En este caso, dado que en
algunos casos se han obtenido muchas secuencias
homólogas, se ha reducido a 2 el número máximo de
iteraciones en el alineamiento.

Dada una matriz de secuencias homólogas alineadas,
la entropía para la posición correspondiente a un SNP
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(S) se de�ne en 1.

H = −
N∑

i=0

p(Si) · log2p(Si) (1)

donde N es el número de símbolos posibles (A, T, C,
G) para el SNP S y p(Si) es la probabilidad de obtener
el símbolo i en la columna correspondiente al SNP S
de la matriz de secuencias alineadas. La entropía mide
el grado de desorden presente en la variable. Valores
altos de la entropía corresponden a posiciones muy
variables y por tanto poco conservadas mientras que
valores bajos de la entropía se asocian con un alto
grado de conservación, siendo nula para SNPs total-
mente conservados.

Finalmente, se ha efectuado un análisis estadístico
sobre las entropías. Se han comparado las entropías
para los SNPs del OMIM y para la muestra aleatoria
mediante una prueba no paramétrica U de Mann
Whitney para muestras independientes. La hipótesis
nula establece la no diferencia en la medida de en-
tropía para las dos muestras, mientras que la hipótesis
alternativa establece que los SNPs indexados en el
OMIM presentan menor entropía y por tanto más
conservación que la muestra de SNPs de control. Se
ha utilizado una prueba de una cola con un nivel de
signi�cación estadística de 0.05.

3 Resultados

En la comparación de la conservación de los SNPs, se
han obtenido diferencias signi�cativas en el valor de
la entropía para las dos muestras, con un p-valor de
0.0016 en la prueba de Mann-Whitney.
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Figura 2. Comparación de la distribución estadística de
la entropía de los SNPs de ambas muestras y p-valor de la
prueba U de Mann-Whitney

Se observa en la �gura 2 que la muestra de SNPs

relacionados con enfermedades (OMIM) presenta una
entropía estadísticamente inferior a la de la muestra
aleatoria (noOMIM). Es decir que los SNPs relaciona-
dos con enfermedades son más conservados que los
SNPs de control. Se puede observar, también, que
los valores de entropía son muy bajos, seguramente
debido a la presencia de SNPs altamente conserva-
dos. En particular, las mutaciones que causan en-
fermedades suelen encontrarse en regiones exónicas,
donde producen modi�caciones en la función de la pro-
teína resultante. Estas zonas suelen ser muy conser-
vadas. En la tabla 1 se presentan la media y desviación
estándar de la entropía de los SNPs de las diferentes
regiones.

Tabla 1. media y desviación estándar de la entropía de
los SNPs de diferentes regiones génicas. N representa el
número de SNPs de cada grupo. Diferentes letras repre-
sentan diferencias signi�cativas entre muestras.

Región N
OMIM noOMIM
µ± sd µ± sd

EXÓN 2537 0.0276± 0.1504 a 0.0783± 0.2621 b

INTRÓN 674 0.1045± 0.2997 a 0.0415± 0.1875 b

Otras Regiones 336 0.0634± 0.2243 a 0.0001± 0.0033 b

Se observa que la gran mayoría de SNPs indexados
en la OMIM pertenecen a exones. Los SNPs de estas
regiones presentan valores de entropía bajos debido a
que son más conservados. Las mayores diferencias es-
tadísticas entre muestras se observan para esta región,
con un p-valor de 1.29∗10−13. Se observa que los SNPs
indexados en la OMIM presentan menor entropía y
por tanto mayor conservación que los SNPs de control.
Las mutaciones en regiones exónicas pueden implicar
un cambio en la secuencia de aminoácidos resultante
(mutaciones no sinónimas) o pueden ser "silenciosas"
y no producir cambios funcionales en la proteína re-
sultante. Los SNPs exónicos relacionados con enfer-
medades suelen ser SNPs no sinónimos altamente con-
servados mientras que en la muestra aleatoria pueden
aparecer un mayor número de SNPs silenciosos, que
podría hacer subir la media del valor de entropía. Para
las otras regiones, se observa que los SNPs relaciona-
dos con enfermedades están menos conservados que los
SNPs de control. Estas diferencias pueden ser debidas
a que se tiene poco conocimiento sobre la funcionali-
dad de las zonas no codi�cantes (intrones, promotores,
etc.) ya que la mayoría de estudios de genómica evolu-
tiva se centran en secuencias de DNA codi�cante. Esto
implica además que el número de secuencias homólo-
gas obtenidas en el paso 2 de la metodología sea pe-
queño y facilite la obtención de entropías nulas. Sin
embargo, el número de SNPs encontrados en estas re-
giones es poco representativo. Así pues, los resultados
obtenidos permiten aceptar la hipótesis de trabajo con
un nivel de con�anza del 95% y se puede a�rmar que
SNPs relacionados con enfermedades genéticas situa-
dos en regiones exónicas presentan mayor conservación
a lo largo de las especies que SNPs de control.
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4 Conclusiones

La metodologia propuesta en este trabajo pretende
demostrar que las mutaciones en posiciones que estan
relaciondas con patologías genéticas están más conser-
vadas a lo largo de las especies. Mediante una prueba
U de Mann- Whitney se ha podido validar la hipótesis
de trabajo, que establece que SNPs relacionados con
enfermedades, indexados en la base de datos OMIM,
presentan más conservación que SNPs neutros sele-
cionados aleatoriamente. La diferencia entre mues-
tras es especialmente importante para SNPs en re-
giones codi�cantes. Estos resultados concuerdan con
resultados propuestos en la literatura, donde se ha de-
mostrado que los SNPs funcionales, y en particular
no sinónimos, se conservan a lo largo de las especies.
Esta metodología ha sido propuesta para validar los
resultados de estudios de asociación genética, estable-
ciendo un criterio que prioriza los SNPs ubicados en
regiones altamente conservadas, ya que tienen más
posibilidades de estar relacionados con enfermedades.
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