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RESUMEN

BASES GENETICAS DE LA EVOLUCION DEL CEREBRO HUMANO: ESTUDIO COMPARATIVO DE
LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION NPAS3

Se ha propuesto que la divergencia fenotipica entre humanos y chimpancés se debe en gran
medida a cambios en la regulacién de genes que participan en el desarrollo en lugar de
cambios en las secuencias codificantes de proteinas de los genes. Hipotetizamos que la
explosién sin precedentes en el repertorio del comportamiento humano se debe a la
adquisicion de nuevos patrones de expresién de genes preexistentes. Previamente en
nuestro laboratorio, se analizé la distribucion en el genoma de secuencias gendmicas no
codificantes (denominados human accelerated elements, HAE) que muestran evidencia de
evolucion acelerada en el linaje humano (aumento en la tasa de sustitucion de nucledtidos).
Esto permitié identificar la agrupacién mas grande de HAEs en el genoma humano ubicada
dentro del locus del gen que codifica para la proteina neuronal PAS domain-containing
protein 3 (NPAS3). NPAS3 codifica un factor de transcripcion bHLH-PAS que se expresa
ampliamente en el sistema nervioso en desarrollo del ratén y de humano, y su disfuncién se
ha asociado con la etiologia de la esquizofrenia y el sindrome bipolar en humanos. En el
locus de este gen se agrupan 14 HAEs. En este trabajo, realizamos un ensayo comparativo
utilizando las secuencias ortélogas de humano y de chimpancé, para determinar si los 14
elementos NPAS3-HAEs funcionan cémo activadores transcripcionales o enhancers en lineas
de peces cebra y ratones transgénicos. Identificamos dos NPAS3-HAEs (HAR202 vy
HACNS658) en los que la versién humana perdié funcién cémo enhancer en comparacion
con la versidn de chimpancé, que funciona como un fuerte enhancer durante el desarrollo
del cerebro. Para determinar si la funcidn enhancer se perdié en el linaje humano o lo que
ocurrié fue una ganancia de funcion en el linaje de chimpancé, seleccionamos el elemento
HAR202 y realizamos estudios comparativos con secuencias de mono macaco Rhesus, ratén
y pez cebra. Encontramos que el elemento HAR202 perdid especificamente su funcidn
enhancer como consecuencia del proceso evolutivo en el linaje humano. Para analizar cual

es el efecto funcional de la perdida de HAR202 sobre la expresidén del gen NPAS3 generamos



un linaje de ratones mutantes que carece de este elemento en el genoma. Ademds,
identificamos un elemento regulatorio, HACNS96 que gand funcidon de activador

transcripcional en el sistema nervioso central en el linaje humano.

Por otra parte, ha sido ampliamente estudiada la funcién del gen NPAS3 en el desarrollo del
cerebro y también en el desarrollo de las vias respiratorias. Sin embargo, ha sido postulado
gue este gen podria participar también en el desarrollo craneofacial ya que personas que
presentan una delecibn en su genoma que incluye al gen NPAS3 presentan
holoprosencefalia. La holoprosencefalia (HPE) es la anomalia del desarrollo mds comun que
afecta el patrdon del prosencéfalo humano y las estructuras craneofaciales asociadas. Para
investigar si npas3 estd involucrado en el desarrollo de estructuras craneofaciales,
realizamos estudios de genética molecular en el pez cebra. El andlisis de npas3 de peces
cebra mutantes nulos (knockout) y en los que se indujo una marcada reduccion de la
expresion (knockdown) revelé anormalidades craneofaciales criticas que indican que este
gen desempefia un papel clave en el desarrollo de estas estructuras. Ademas, npas3
demostré ser esencial para el desarrollo del sistema nervioso y del sistema branquial en el
pez cebra. Curiosamente, la ablacidon o reduccidn de npas3 afecta la expresion de sonic
hedgehog (shha), un gen maestro del desarrollo que cuando se muta produce
holoprosencefalia. Nuestros resultados sugieren el gen NPAS3 desempeiia un papel en el

desarrollo craneofacial.

Palabras claves: Evolucion acelerada, NPAS3, Desarrollo craneofacial, Evolucion cerebro.



ABSTRACT

GENETIC BASES OF THE EVOLUTION OF THE HUMAN BRAIN: COMPARATIVE STUDY OF THE
TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF THE TRANSCRIPTION FACTOR NPAS3

It has been proposed that the phenotypic divergence between humans and chimpanzees is
largely due to changes in the regulation of genes involved in the development rather than
changes in the protein coding sequences of the genes. We hypothesize that the explosion
unprecedented in the repertoire of human behavior is due to the acquisition of new
patterns of expression of pre-existing genes. Previously in our laboratory, the genome
distribution of non-coding genomic sequences (called human accelerated elements, HAE)
that show evidence of accelerated evolution in the human lineage (increase in the rate of
nucleotide substitution) was analyzed. This allowed to identify the largest group of HAEs in
the human genome located within the locus of the gene that codes for the neuronal protein
PAS domain-containing protein 3 (NPAS3). NPAS3 encodes a transcription factor bHLH-PAS
that is widely expressed in the developing nervous system of the mouse and human, and its
dysfunction has been associated with the etiology of schizophrenia and bipolar syndrome in
humans. In the locus of this gene, 14 HAEs are grouped. In this work, we conducted a
comparative trial using the human and chimpanzee orthologous sequences, to determine if
the 14 NPAS3-HAEs elements function as transcriptional activators or enhancers in lines of
zebrafish and transgenic mice. We identified two NPAS3-HAEs (HAR202 and HACNS658) in
which the human version lost function as an enhancer compared to the chimpanzee version,
which functions as a strong enhancer during brain development. To determine if the
enhancer function was lost in the human lineage or what happened was a gain of function in
the chimpanzee lineage, we selected the HAR202 element and made comparative studies
with sequences of Rhesus macaque, mouse and zebrafish monkey. We found that the
HAR202 element specifically lost its enhancer function because of the evolutionary process
in the human lineage. To analyze what is the functional effect of the loss of HAR202 on the

expression of the NPAS3 gene, we generated a lineage of mutant mice lacking this element



in the genome. We also identified a regulatory element, HACNS96 that gained

transcriptional activator function in the central nervous system in the human lineage.

On the other hand, the role of the NPAS3 gene in the development of the brain and in the
development of the respiratory tract has been widely studied. However, it has been
postulated that this gene could also participate in the craniofacial development since people
who present a deletion in their genome that includes the NPAS3 gene present
holoprosensephaly. Holoprosencephaly (HPE) is the most common developmental anomaly
that affects the pattern of the human forebrain and the associated craniofacial structures.
To investigate if npas3 is involved in the development of cranio-facial structures, we
conducted molecular genetic studies in zebrafish. The analysis of npas3 of zebrafish
mutants’ nulls (knockout) and in which a marked reduction of expression was induced
(knockdown) revealed critical skull-facial abnormalities that indicate that this gene plays a
key role in the development of these structures. In addition, npas3 proved to be essential
for the development of the nervous system and the branchial system in the zebrafish.
Interestingly, the ablation or reduction of npas3 affects the expression of sonic hedgehog
(shha), a master gene of development that, when mutated, produces holoprocensephalia.

Our results suggest the NPAS3 gene plays a role in craniofacial development.

Keywords: Accelerated evolution, NPAS3, craniofacial development, Brain evolution
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Introduccién general

Nuestra herencia primate

Homo sapiens es una de las aproximadamente 200 especies vivientes que colectivamente
constituyen el orden Primates (Purvis 1995). Este grupo se originé hace aproximadamente
65 millones de afios (Tavaré etal. 2002). Los primates se clasifican en dos grandes
subdrdenes: Strepsirrhini y Haplorrhini. Los strepsirhinos se conocen cominmente como
prosimios e incluyen a los lemures, lorinos y galagos. Por otro lado, los haplorrhinos
consisten en los tarseros y los antropoideos. Los antropoideos comprenden a los platirrinos
(o monos del nuevo mundo, como el mono araia y el mono titi) y los catarrhinos. Dentro de
este ultimo grupo se agrupan los cercopitécidos (o monos del viejo mundo como los
macacos, los colobos y los babuinos) y los grandes simios u hominoideos (gibones,
orangutanes, gorilas, chimpancés y humanos) (Purvis 1995; Begun 2003) (figura 1).

Tanto los primates actuales como los fdsiles constituyen un conjunto diverso de especies.
Algunas especies de primates estan entre las que retuvieron mas caracteristicas ancestrales
dentro de la clase de los mamiferos; otras muestran especializaciones morfoldgicas y de
comportamiento completamente novedosas dentro de los mamiferos (Martin 1986; Lewin y
Foley 2004; Fleagle 2013). Histdoricamente, se han estudiado las caracteristicas de los
primates tratando de identificar las autapomorfias de los humanos. Sin embargo, muchas
caracteristicas a veces consideradas especificas de los humanos como la capacidad de
caminar erguidos, gran inteligencia y una gran sociabilidad, mas que representar una
discontinuidad con el resto de los primates, son una extensién de las caracteristicas de estos

como grupo (Martin 1990).



Introduccién general
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Figura 1. Arbol filogenético que muestra las relaciones de parentesco probables entre distintos
grupos de primates actuales y extintos. Abreviatura: MA, millones de afios atrds. Modificado de
(Begun 2003).

Historia breve de nuestro linaje

Para poder dilucidar los cambios genéticos responsables de los rasgos humanos, es esencial
comprender la historia evolutiva de nuestro linaje. La informacion del registro fosil
actualmente disponible sugiere dos patrones importantes en la historia evolutiva del linaje
humano. Por un lado, si bien Homo sapiens es la Unica especie viva representante nuestro
linaje, desde la divergencia con el chimpancé existi6 una gran diversidad de formas
morfoldgicas, muchas de las cuales coexistieron durante largos periodos de tiempo. Estas
diversas formas fueron interpretadas como multiples especies (Carroll 2003). Por otro lado,
las caracteristicas morfoldgicas que diferencian al H. sapiens de otros primates no se
desarrollaron simultdaneamente durante la historia del linaje humano. Por lo contrario, se
observa un patrén de evolucién en mosaico, donde las diferentes estructuras morfolégicas

cambiaron a tasas diferentes y en momentos distintos (McHenry 1975; Jurmain et al. 2014).



Introduccién general

Las estimaciones actuales sostienen que los primeros hominidos pudieron haber divergido
de los primeros representantes del linaje de los chimpancés en algin momento durante el
Mioceno tardio o Plioceno temprano, es decir entre 8 y 4 millones de afios atras, en Africa
(Carroll 2003; Lewin y Foley 2004). Si bien sapiens es el Unico representante vivo del linaje
Homininae, desde la divergencia con el chimpancé existié una gran diversidad de especies,
muchas de las cuales coexistieron durante largos periodos de tiempo. La evolucién de los
rasgos “modernos” de H. sapiens a partir de este antepasado no fue un proceso gradual,
lineal y aditivo, sino sumamente complejo (Carroll 2003; Tattersall 2010). Algunos rasgos,
como el bipedalismo, surgieron muy tempranamente mientras que otros, como el aumento
del tamario cerebral, no evolucionaron hasta hace relativamente poco tiempo.

Las relaciones de parentesco, orden cronolégico, la magnitud y ritmo de la evolucién de los
caracteres en este linaje se encuentran constantemente sujetos a revision a medida que
ocurren nuevos hallazgos fdsiles (Tattersall 2010). La Figura 2 muestra un arbol provisorio
donde se resume la diversidad, pero no todas las relaciones de parentesco entre los
miembros de la familia Hominidae. Los homininos mas antiguos que se conocen en la
actualidad son Sahelanthropus tchadensis de Chad, fechado entre 6-7 Ma atras (Brunet
et al. 2005) y Orrorin tugenensis de Kenia (Pickford y Senut 2001) (Figura 2). Su tamafio
cerebral, ~360 cc, se encuentra dentro del rango que se observa en los chimpancés, y el
craneo porta una cresta supraorbital de gran tamafio, similar a la de los gorilas (Brunet et al.
2005). Sin embargo, la posiciéon y orientacién del foramen magnum, sugiere que
Sahelanthropus presentaba bipedalismo y su columna vertebral sostenia verticalmente
como en los humanos modernos en lugar de horizontalmente como en simios y otros
cuadrupedos (Zollikofer etal. 2005). Alrededor de 4 Ma atrds habrian aparecido los
primeros miembros del género Australopithecus, homininos bipedos, cuyo craneo tiene un
tamafio que oscila entre 390 y 515 cc, similar a los chimpancés y gorilas (Falk et al. 2000).
Esto sugiere que tendrian habilidades cognitivas similares a la de los simios actuales
(McHenry 1982). Australopithecus fue un género muy exitoso que persistié durante casi tres
millones de afios (Figura 2).

Hace aproximadamente 2.5 millones de afios atrds existié una divergencia importante
dentro de un grupo de australopitecinos. Este evento involucré el surgimiento de hominidos
con mandibula y dientes mds pequefios. Ademas, este grupo mostré un incremento

significativo en el tamafio del endocraneo, un pequefio aumento del tamafo corporal y
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presencia de bipedalismo completo (Leakey, Tobias, y Napier 1964), a diferencia de los
australopitecinos que eran bipedos facultativos (Striedter 2005). Era el surgimiento de los
primeros representantes del género Homo. Este género estuvo compuesto por miembros
bastante diversos. Algunos grupos de Homo tempranos, como Homo rudolfensis y Homo
habilis, eran relativamente similares a los australopitecinos (Leakey, Tobias, y Napier 1964).
En cambio, hace 2 millones de afios atrds surgié otra especie de Homo en Africa, de cuerpo
y cerebro mas grande, al que se denominé Homo ergaster (Wood 1996). Equipado con
nuevas habilidades, H. ergaster fue el primer hominido en migrar fuera de Africa hacia Asia
e Indonesia hace 1.8 millones de afios atrads. Fuera de Africa, H. ergaster dio origen a la
especie que hoy conocemos como Homo erectus (Figura 2; Wood 1996; Striedter 2005;
Lewin y Foley 2004).

Esta especie que llegd a habitar gran parte del Viejo Mundo, desde Africa hasta China e
Indonesia desde 1,9 Ma a 0,14Ma. Los fésiles se han encontrado juntamente con restos que
hacen suponer que esta especie fue la primera en usar el fuego para cocinar, como asi
también, en hacer hachas de mano a partir de piedras; algo notable si tenemos en cuenta
que su capacidad craneana era de 600 cm>. Era una especia bastante corpulenta, de unos
180 cm y presentaba un marcado dimorfismo sexual, donde las hembras encontradas eran

un 25% mas pequefias que los machos.
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incertidumbre de las edades fésiles. Modificada de (Carroll 2003).
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Existen varias hipdtesis en torno al origen de los humanos modernos. En un extremo, una
hipdtesis sostiene que la transformacion ocurrié gradualmente dentro de todas las
poblaciones de H. erectus, desencadenando el surgimiento de multiples poblaciones de
humanos modernos en Africa y Eurasia. Bajo esta mirada, las raices genéticas de las
poblaciones modernas de H. sapiens son profundas y se encuentran en el origen de las
primeras poblaciones de H. erectus (Thorne y Wolpoff 1992). En el otro extremo, una
hipdtesis alternativa plantea un origen Unico para H. sapiens, en Africa, seguido de una
expansién poblacional hacia el resto del viejo mundo con reemplazo de las poblaciones de
humanos arcaicos presentes, es decir H. ergaster, H. erectus, H. heilderbergensis y H.
nearderthalensis. Bajo este escenario, las raices genéticas de las poblaciones modernas de
H. sapiens son mas recientes y datan de aproximadamente 200.000-100.000 anos atrds
(Wilson y Cann 1992; Cann, Stoneking, y Wilson 1987). Cualquier sea el caso, la evidencia
muestra que hace aproximadamente 250.000-200.000 afios atras, H. erectus desaparecio y
aparecio un nuevo grupo de hominidos con caracteristicas consideradas anatémicamente
modernas (hueso occipital menos prominente, frente mas empinada y una cresta superciliar
y sagital reducidas), de gran tamafio cerebral (1.400 cc) y la evidencia arqueoldgica de un
conjunto de herramientas y técnicas de caza mas sofisticado. Este grupo son los H. sapiens

(Figura 1; Striedter 2005).

Evolucion del cerebro humano

El sistema nervioso, en particular el cerebro y sus capacidades cognitivas, se encuentran
entre los atributos mas distintivos y fascinantes de nuestra especie. La manera en la que el
sistema nervioso evolucioné en el linaje humano y cdmo éste se diferencia del de nuestros
parientes primates mas cercanos, aln no se conoce detalladamente.

El cerebro humano tiene todas las caracteristicas basicas de un cerebro de mamifero tipico,
empezando por una corteza de seis capas (también denominada neocorteza). Ademas, tiene
las caracteristicas tipicas de un cerebro de primate, incluyendo una gran neocorteza, una
gran corteza visual y una corteza prefrontal lateral (Figura 3; Preuss 2012). A pesar de estas
similitudes generales, el cerebro humano tiene varias caracteristicas Unicas. En primer lugar,
los seres humanos tienen el mayor nimero de neuronas entre los primates, 86 mil millones

(Azevedo et al. 2009), en comparacién con el nimero de neuronas de los chimpancés y
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gorilas estimado en 28 y 33 mil millones, respectivamente (S Herculano-Houzel y Kaas 2011).
Por otro lado, el cerebro humano no es el mas grande de la tierra, siendo superado por los
cerebros de los cetdceos y elefantes (Roth y Dicke 2005). Sin embargo, aunque el cerebro
del elefante tiene cerca de 251 mil millones de neuronas, tan sélo 5.6 mil millones (2.2%)
son corticales, mientras que la mayoria se concentra en el cerebelo (97%) (Suzana
Herculano-Houzel et al. 2014). En contraste, 20.9% de las neuronas presentes en el cerebro
humano son corticales (S. Herculano-Houzel 2012). Por lo tanto, la corteza cerebral humana
es, en proporcion al tamarfio total del cerebro, la mas grande, ocupando 84% de toda la
masa cerebral, y contiene el mayor nimero de neuronas, 18 mil millones aproximadamente
(Gabi et al. 2016). Hasta recientemente se creia que la evolucién humana habia supuesto
una expansion particular en la corteza prefrontal del cerebro. Sin embargo, esta nocién
popular ha sido cuestionada recientemente, demostrando que la regién prefrontal humana
posee aproximadamente el 8% de las neuronas corticales, al igual que los primates no

humanos (Gabi et al. 2016).
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Figura 3. llustracidn de las relaciones filogenéticas entre las subclases y drdenes principales de
mamiferos, indicando algunos campos corticales compartidos. Modificado de (Belmonte et al. 2015).

Si comparamos con el conjunto de los mamiferos, los primates (particularmente los diurnos)
se caracterizan por presentar un sentido de la visién muy desarrollado, mientras que el
sentido del olfato estd mas reducido (Fleagle 2013). Esto esta acompaiado por una
tendencia evolutiva dentro de este clado a una mayor diurnalidad (Striedter 2005) e incluso
en los catarrinos, existid una reinvencion de la visién tricromica (Jacobs et al. 1996; Dulai
etal. 1999). Posiblemente como producto de la predominancia del sentido de la visién
dentro del grupo, los cerebros de los primates son relativamente mas grandes que los
encontrados en otros mamiferos de peso similar (Striedter 2005). Esta caracteristica se pone
particularmente de manifiesto al comparar las reglas de escalado especificas de clado entre,
por ejemplo, roedores y primates de tamafios corporales similares. Por un lado, los cerebros

primates tienen una mayor densidad de neuronas en sus cerebros que los cerebros de
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roedores de tamanio similar (por ejemplo 40.000 neuronas/mg en la corteza del mono Aotus
trivirgatus contra 12.000 neuronas/mg en el roedor aguti Dasyprocta primnolopha),
mientras que la densidad de células no neuronales en los cerebros de estos dos grupos es
comparable (Suzana Herculano-Houzel, Mota, y Lent 2006; Suzana Herculano-Houzel et al.
2007). El mayor numero de neuronas por unidad de volumen presumiblemente podria
conferir a los primates con mayores capacidades computacionales que roedores de tamarios
equivalentes (Herculano-Houzel 2011). De hecho, los primates no humanos son
extraordinariamente inteligentes. En la naturaleza, estos individuos dedican mucho tiempo
a establecer una red de amistades y observar las alianzas de sus congéneres. Este tipo de
interacciones sociales son muy complejas, asi como las habilidades cognitivas necesarias
para procesar este tipo de informacién (Lewin y Foley 2004). La evolucidn progresiva de la
inteligencia como forma de vida ha sido considerada como una de las caracteristicas mas
destacadas de los primates como grupo (Jolly 1972).

Un aspecto importante de todos los cerebros primates es que tienen cortezas cerebrales
inusualmente grandes para el tamafio absoluto del cerebro. Por ejemplo, la corteza cerebral
de los humanos es la mas grande en tamafio relativo (con un 75,5% - 84,0% de la masa total
del cerebro) (Hofman 1988; Rilling y Insel 1999). La corteza cerebral representa el 73,0% de
la masa total del cerebro en los chimpancés (Stephan, Frahm, y Baron 1981). Ademas, con
un promedio de 86 mil millones de neuronas y 85 mil millones de células no neuronales
(Azevedo et al. 2009), el cerebro humano tiene tantas neuronas como se espera para un
cerebro primate genérico de su tamafio, ajustdndose a lo predicho por las reglas de
escalado del cerebro primate (Gabi et al. 2010; S. Herculano-Houzel 2012). También las
densidades neuronales en la corteza y el cerebelo se ajustan a los valores esperables para
un cerebro primate (Azevedo et al. 2009; S. Herculano-Houzel 2012). En resumen, el cerebro
humano se ajusta a un cerebro primate tipico, en lo que respecta a numero de células
cerebrales totales, distribucidn de neuronas entre la corteza y el cerebelo y proporcién de
células neuronales y no neuronales, al menos (S. Herculano-Houzel 2012). Quizas, el tamafio
cerebral absoluto sea un mejor predictor de las habilidades cognitivas excepcionales de los
humanos dentro de los primates (Reader y Laland 2002; Deaner et al. 2007).

Por otro lado, respecto a la evolucion del cerebro en el linaje de los homininos, se observa
que el patron de cambio no fue gradual, sino que hubo algunos momentos de aumento

abrupto. Por un lado, los australopitecinos tempranos tenian un volumen endocraneal de
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aproximadamente 400 cm3, un volumen similar al hallado en los chimpancés y gorilas
actuales (Lewin y Foley 2004; Striedter 2005). Por otro lado, el surgimiento del género
Homo estuvo acompafiado por un incremento abrupto del tamafio de cerebro. Por ejemplo,
los rangos de volumen del endocraneo de Homo habilis y H. rudolfensis se estiman entre los
650-800 cm3 y el volumen del endocraneo de H. ergaster y H. erectus se estima en 850-
1100 cm3 (McHenry 1982). Finalmente, la aparicién de H. sapiens estad asociada con un
tercer evento de incremento en el tamafio del cerebro, alcanzando un volumen de entre
1100 cm3 a mas de 1400 cm3 (Striedter 2005).

Las estimaciones de la cantidad de neuronas en las diferentes especies de hominidos
sugieren que, con 27 a 35 mil millones, el nUmero de neuronas de los australopitecinos
tempranos se encontraria dentro del rango de los grandes simios actuales (S Herculano-
Houzel y Kaas 2011). En cambio, para los Homos tempranos, se predice un numero de
neuronas de 50 a 60 mil millones de neuronas, y de 62 mil millones de neuronas en
promedio para H. erectus. Llamativamente, para las especies de humanos arcaicos, Homo
heidelbergensis y Homo neanderthalensis se predice un nimero de neuronas que caerian
dentro del rango de los humanos modernos (Azevedo et al. 2009; S Herculano-Houzel y Kaas
2011; S. Herculano-Houzel 2012). Si el factor determinante para el desarrollo de
capacidades cognitivas depende principalmente del nimero de neuronas, estos resultados
sugieren que el potencial cognitivo de estas especies de humanos arcaicos podria haber sido
comparables a las halladas en los humanos modernos (S Herculano-Houzel y Kaas 2011).
Para entender la evolucion de las habilidades cognitivas Unicas de nuestra especie,
incluyendo el pensamiento abstracto, la planificacién a largo plazo y la extraordinaria
capacidad de elaborar un lenguaje complejo, hay que tener en cuenta dos cuestiones
desafiantes. La primera es poder relacionar la cognicion humana con el numero de
neuronas, el tamafio del cerebro, la corteza altamente desarrollada y, en particular, las
diferencias neuroanatdmicas. Por otro lado, la segunda cuestidon es conectar los cambios
humano-especificos en el ADN con los rasgos caracteristicos de la especie (Franchini y
Pollard 2015). Existen diversos estudios que sostienen esta hipdtesis, ya que lograron
identificar cambios en la morfologia y abundancia tanto de neuronas excitatorias e
inhibitorias como de células de la glia y diferencias en las conexiones y localizacién regional

de distintos tipos neuronales en el neocdrtex de humanos y primates (Sherwood, Subiaul, y
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Zawidzki 2008; DeFelipe 2011; Elston et al. 2011; Oberheim, Goldman, y Nedergaard 2012;

Raghanti et al. 2016; von Bartheld, Bahney, y Herculano-Houzel 2016).

Bases genéticas de la evolucion humana

El estudio de la evolucién humana desde la perspectiva de la genética molecular procura
hallar los cambios a nivel gendmico y genético que potencialmente pudieron haber
contribuido con la adquisiciéon de las caracteristicas particulares de nuestra especie. El
advenimiento de la gendmica junto con el desarrollo de nuevas tecnologias en los campos
de la biologia molecular y de la bioinformatica han aportado nuevas formas de estudiar la
evolucion humana. Nuestro conocimiento acerca de los genes que sufrieron seleccién
positiva o bien modificaciones en sus niveles de expresion a lo largo de la evolucion de
nuestro linaje estd creciendo rapidamente. Sin embargo, el mayor desafio reside en poder
vincular estos cambios ocurridos a nivel gendmico con el surgimiento de caracteristicas
neuroanatémicas novedosas y asociarlas a su vez a capacidades cognitivas concretas (Preuss
2012; Lucia F. Franchini y Pollard 2015). A la hora de querer hilar estos cambios evolutivos,
la gendmica y genética molecular representan herramientas valiosisimas en este campo que
permiten llevar a cabo analisis comparados entre el humano y otros primates (Gibbs et al.
2007; Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium 2005), e incluso de los hominidos
extintos (Prabhakar etal. 2006; Prifer etal. 2014). Ademas, el desarrollo de las
herramientas bioinformaticas necesarias para el analisis de dichas secuencias hizo que se
potenciara la capacidad de examinar y encontrar los cambios genéticos especificos de los
humanos.

La comparacion del genoma humano con el genoma de otras especies ha catalogado estas
diferencias gendmicas en tres clases generales. Estas se clasifican en grandes alteraciones
cromosdmicas, inserciones y deleciones pequefias denominadas indels y sustituciones
(Figura 4; Vallender, Mekel-Bobrov, y Lahn 2008; Franchini y Pollard 2015).

Las grandes alteraciones cromosdmicas involucran modificaciones estructurales, como
duplicaciones, deleciones y reordenamientos, en los cromosomas (Figura 4A). Son
relativamente raras, pero abarcan varios loci debido a su tamafo, que en general se trata de
miles de pares de bases (Coe et al. 2014). Las primeras diferencias estructurales entre el

genoma de los seres humanos y el genoma del chimpancé fueron halladas usando técnicas
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de tincién de bandas de cromatina, donde se descubrié que hubo una fusién de dos
cromosomas ancestrales para formar el cromosoma humano 2. También se describieron
bandas de heterocromatina constitutiva especificas de los humanos en los cromosomas 1, 9,
16 e Y, e inversiones pericéntricas en los cromosomas 1y 18 (Yunis y Prakash 1982). Muchas
de estas variantes estructurales han alterado la expresién génica de diversos genes del
desarrollo. Por ejemplo, la inversidon pericéntrica en el cromosoma 1 estd asociada con
enfermedades neurogenéticas humanas y contiene un aumento en el numero de copias de
los genes del desarrollo SRGAP2 (Dennis et al. 2012), HYDIN (Doggett et al. 2006) y familias
proteicas conteniendo el dominio DUF1220 (Fortna et al. 2004).

Las inserciones y deleciones pequenfas, indels, abarcan aproximadamente 3.5% del genoma
humano, la mayoria de las cuales se encuentran en regiones no codificantes (Varki y
Altheide 2005; Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium 2005). Los indels presentes
en estas regiones podrian alterar el fenotipo humano mediante la modificacion o la
eliminacion de regiones regulatorias conservadas (Bae, Jayaraman, y Walsh 2015; Carroll
2005; King y Wilson 1975). Un estudio reciente demostré que 510 regiones altamente
conservadas fueron perdidas en el linaje humano, muchas de las cuales eran no codificantes
(McLean et al. 2011). Ademas, los indels también pueden afectar a los genes, sus variantes
de splicing, sus marcos de lectura y sus codones de inicio y terminacion (Varki y Altheide
2005). Estos cambios han generado varios pseudogenes (Karro et al. 2007) y transcriptos sin
sentido humano especificos (Lareau et al. 2007), entre los cuales se encuentra la pérdida de
cientos de receptores olfatorios funcionales durante la evolucién humana (Gilad, Man, y

Glusman 2005).
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Figura 4. Cambios genéticos y gendmicos con posibles consecuencias funcionales. (A) Alteraciones
cromosdmicas grandes. Las duplicaciones pueden llevar a la aparicion de nuevos pardlogos que
pueden ganar nuevas funciones mediante neofuncionalizacion o subfuncionalizacién. También
puede haber pérdida de genes debido a mutaciones deletéreas, produciendo pseudogenes. En
contraste, las deleciones pueden llevar a la pérdida de genes y elementos regulatorios. (B) Cambios
no sindnimos en la regién codificante de genes pueden llevar a un cambio en la funcidn proteica. (C)
Cambios deletéreos pueden producir proteinas truncadas o pseudogenes. (D) Cambios en los
elementos represores pueden llevar a una ganancia de expresién génica. (E) Cambios en los
elementos enhancer pueden llevar a una ganancia, pérdida o modificacién de la expresion génica. (F)
Cambios en los elementos insulators pueden llevar a una ganancia, pérdida o modificacion de la
expresion génica como resultado de acciones desbloqueadas de los enhancers distales. Modificado
de (Franchiniy Pollard 2015).

En comparacion con el genoma del chimpancé, nuestro pariente hominido mas cercano, el
genoma del humano difiere en aproximadamente 30 millones de sustituciones, es decir
1.2% del genoma humano, y la mayoria ocurrieron en regiones no codificantes (Figura 4B-F;
Varki y Altheide 2005; Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium 2005). Las teorias
evolutivas postulan que la mayoria de las sustituciones son neutrales y que es poco

probable que hayan producido las caracteristicas distintivas del ser humano. Sin embargo,
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existen algunos genes del desarrollo que han adquirido cambios humano-especificos y se
cree que podrian haber tenido algun rol en la evolucién humana (O’Bleness et al. 2012;
Vallender, Mekel-Bobrov, y Lahn 2008). Por ejemplo, se encontraron cambios en las
regiones codificantes con potenciales consecuencias en la evolucidn del habla humana en el
locus del gen Forkhead Box Protein 2 (FOXP2). Por un lado, mutaciones en este gen fueron
asociadas con defectos severos del habla en familias humanas (Hill y Walsh 2005).
Adicionalmente, estudiando el patrén de cambio molecular en este gen en los primates, se
identificaron dos sustituciones de aminoacidos que se fijaron en el linaje humano después
de la divergencia con el linaje del chimpancé y antes de la divergencia de los Neandertales
(Enard et al. 2002). Estudios realizados sobre ratones transgénicos donde se introdujeron las
sustituciones especificas de los humanos en el gen FoxP2 enddgeno de ratdn mostraron que
estas modificaciones produjeron alteraciones en las vocalizaciones de las crias y ocasionaron
defectos neuroldgicos en los circuitos de los ganglios cértico-basales (Enard et al. 2009).
Entonces, las sustituciones que tuvieron lugar en la secuencia codificante del gen FOXP2 en
el linaje humano podrian estar vinculadas con cambios en los circuitos de los ganglios

cortico-basales, que participan del lenguaje (Enard et al. 2009).

Los aportes del campo de la evolucion del desarrollo

El desarrollo es un proceso altamente restringido y estrictamente regulado, orquestado a
través de complejas redes regulatorias de genes (Davidson y Erwin 2006). Existe una notable
conservacién del desarrollo entre organismos evolutivamente distantes como cnidarios,
insectos y mamiferos, ya que las vias moleculares que controlan este programa a través de
los distintos linajes animales son las mismas. Por ejemplo, los humanos, los gusanos planos
y los cnidarios usan los mismos elementos basicos de las cascadas de sefalizacion paracrina,
como las vias Wnt y TGFB (Finnerty et al. 2004; Carroll 2005). Los factores de transcripcion
qgue regulan el desarrollo también estan altamente conservados, y tienden a regular los
mismos procesos generales en diversas especies, incluyendo la regulacién del patrén del eje
corporal por los genes Hox (Lemons y McGinnis 2006), los érganos sensibles a la luz por
Pax6 (Gehring 2011), formacion de la cabeza por homélogos de Otx (Yasuoka et al. 2014) y

morfologia del corazén por Tinman / Nkx2-5 (Valentine, Jablonski, y Erwin 1999).
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La amplia mayoria de los caracteres adquiridos en nuestro linaje son complejos y su origen
evolutivo se encuentra relacionado a cambios morfoldgicos vy fisioldgicos intrincados que
ocurren durante el desarrollo embrionario. Estos cambios morfolégicos que ocurren durante
el desarrollo son consecuencia de alteraciones en la expresién espaciotemporal de los genes
involucrados en este proceso (Carroll 2008). Aguellos cambios de secuencia ocurridos en
regiones gendmicas que llevaron a la alteracion de la maquinaria molecular del desarrollo
probablemente facilitaron la evolucién de rasgos morfoldgicos humano-especificos (Carroll
2003; Trinkaus y Shipman 2005). Es por eso por lo que enfoque de los estudios genético-
evolutivos debe estar dirigido a entender los cambios a nivel regulatorio como las
principales fuentes de variabilidad y diversidad morfolégica (Carroll 2008; Rubinstein y de
Souza 2013).

Las capacidades cognitivas, el bipedalismo y la produccién de sonidos y palabras, son rasgos
gue tienen su origen en cambios morfoldgicos que se originan durante el desarrollo
embrionario. Es por ello que aquellas preguntas enfocadas al origen evolutivo de dichos
cambios deben ser abordadas desde la perspectiva de la biologia evolutiva del desarrollo
(Hall 2003). Desde este enfoque, es esperable que los mecanismos principales por los cuales
se produce la evolucién morfoldgica en los humanos estén relacionados fundamentalmente
con alteraciones en la expresion temporal y espacial de genes del desarrollo (debido a
cambios en sus regiones regulatorias en cis) y no a sustituciones aminoacidicas en los
propios genes. Esta idea fue propuesta por King y Wilson en 1975, quienes postularon que
las diferencias en secuencias regulatorias, mds que en las secuencias proteicas, serian las
responsables de las diferencias bioldgicas entre chimpancé y humanos (King y Wilson 1975),
propuesta que se basa en los postulados originales de Jacob y Monod acerca de la
importancia del desarrollo en la evolucidn (Jacob y Monod 1961).

Esta hipdtesis se basa en una concepciéon esencialmente conservadora y modular del
proceso de desarrollo que considera que los organismos estan construidos de unidades
modulares (Gilbert, Dobyns, y Lahn 2005). La ventaja de las unidades modulares es que
permiten que ciertas partes del cuerpo cambien sin interferir con las funciones de las otras
partes (Gilbert, Dobyns, y Lahn 2005). Entre ellas, las regiones que forman parte de la
regulacidn de los genes son modulares. Por ejemplo, es muy probable que cambios drasticos
en la actividad de un factor de transcripcion (que a su vez es responsable de la regulacién de

muchos genes) tenga efectos pleiotrépicos deletéreos. Por otro lado, modificaciones en la
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actividad de un elemento regulatorio en cis discreto que controla la expresién de una Unica
proteina en un tejido determinado es probable que resulte en cambios precisos del patrén
de expresion espacial y/o temporal, produciendo cambios fenotipicos especificos sin alterar
la mayor parte de las vias del desarrollo (Carroll 2005; Gilbert, Dobyns, y Lahn 2005).
Entonces, si un gen particular pierde un elemento regulatorio, sufre una modificacién en él
o lo gana, el organismo que contiene este alelo particular expresara este gen en diferentes
lugares, en diferentes tiempos o a diferentes tasas en relaciéon con aquellos organismos que
conservan el alelo original pudiendo derivar en el desarrollo de diferentes morfologias

(Gilbert, Dobyns, y Lahn 2005).

El estudio de regiones regulatorias

El cédigo regulatorio del genoma

Mientras que es relativamente sencillo inferir la funcién de una proteina a partir de su
secuencia codificante en el ADN (gracias al relativamente rigido cédigo genético), en general
no es posible descifrar las propiedades funcionales de una regién no codificante solamente
analizando su secuencia. Esto se debe principalmente a que aun no se conoce en detalle el
codigo regulatorio del genoma (Rubinstein y de Souza 2013). Este conocimiento implicaria
comprender las relaciones complejas que tienen lugar entre las regiones regulatorias del
ADN, factores de transcripcion, ARNs regulatorios, vias de sefializacion y marcas
epigenéticas, las que, en su conjunto, determinan la expresidon de un gen (Rubinstein y de
Souza 2013).

Este relativo desconocimiento del cédigo regulatorio produjo un sesgo dentro de disciplinas
tales como la gendmica comparativa y la genética evolutiva hacia el andlisis y deteccién de
eventos en regiones codificantes (como pueden ser los eventos de duplicacién génica y
evolucién de la secuencia de proteinas). Mientras que, los cambios en regiones no
codificantes tendieron a ser ignorados (Carroll 2005). Sin embargo, secuenciado el genoma
humano, hoy se sabe que aproximadamente 1,5% de nuestro genoma esta compuesto por
secuencias que codifican para proteinas y un 45% esta compuesto por ADN repetitivo
(principalmente secuencias remanentes de retrotransposones). Aproximadamente el 50%

restante estd compuesto por ADN no codificante antiguamente conocido como ADN basura
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(Lander et al. 2001). En la actualidad, existe evidencia creciente que buena parte de estas
secuencias no codificantes contienen los elementos regulatorios responsables de generar
los diferentes programas de expresidon génica (Heintzman y Ren 2009). La clave para
comprender las bases moleculares que sustentan la evolucién morfolégica y fisioldgica
estara en dilucidar cobmo actian los mecanismos encargados de controlar la expresion
génica (Britten y Davidson 1969; Carroll 2005; Wray 2007). Ademas, este conocimiento serd
muy importante para conocer cémo estos mecanismos participan en procesos patolégicos y
defectos del desarrollo, los cuales cada vez mas estan siendo asociados a mutaciones en

regiones regulatorias (Rubinstein y de Souza 2013).

Los elementos regulatorios

Entre los elementos regulatorios mejor caracterizados se encuentran los promotores y las
secuencias regulatorias que actuan a distancia como ser: las secuencias activadoras de la
expresion o enhancer, los inhibidores de la expresion génica o silencers y las secuencias
aisladoras o insulators (Wittkopp y Kalay 2011). La transcripcion comienza en las regiones
promotoras donde se reclutan las proteinas de la maquinaria basal de transcripcion (Lee y
Young 2000; Butler y Kadonaga 2002). Se postula que los promotores definen la orientacion
y el sitio exacto de inicio de la transcripcidon (Smale y Kadonaga 2003). Por otro lado, los
enhancers actlan reclutando factores de transcripcion determinados, coactivadores y
complejos modificadores de la cromatina que en su conjunto, promueven la transcripcion
desde los promotores blanco (Glass y Rosenfeld 2000; Ong y Corces 2011). Por otro lado, los
silencers unen proteinas y/o complejos de remodelacion de la cromatina que inhiben la
expresion de un gen (Glass y Rosenfeld 2000). Finalmente, las secuencias aisladoras proveen
un nivel de regulacion adicional, previniendo el avance de regiones de heterocromatina
sobre regiones de cromatina activa, y/o restringiendo el alcance de un enhancer

exclusivamente a su/s promotor/es blanco (West, Gaszner y Felsenfeld 2002) (Figura 5).
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Figura 5. Tipos de elementos regulatorios conocidos. (A) Las secuencias promotoras son los sitios
donde se unen los elementos de la maquinaria basal de la transcripcién. Los activadores o enhancers
(B) y los represores o silencers (C) median efectos positivos y negativos sobre la trascripcidén de sus
genes blanco por medio de la interaccidon con los promotores. Los elementos aisladores que median
el control del alcance de los enhancers (D) bloquean la activacion de la transcripcién promiscua por
parte de un enhancer acotdndola exclusivamente a su gen blanco. Existen regiones con funcion
aisladora que funcionan como barrera al avance de las zonas de heterocromatina (E) permitiendo la
normal expresion de los genes que controlan. Modificado de Noonan y McCallion 2010.

A las secuencias enhancers y silencers se las definié clasicamente como médulos discretos
de ADN capaces de ejercer su actividad independientemente de su orientacién respecto del
promotor o su posicion al sitio de inicio de transcripcion (Blackwood y Kadonaga 1998). Los
enhancers promueven la expresidn génica reclutando factores de transcripcién especificos,
los cuales, a su vez, promueven la descondensacién de la cromatina y/o facilitan el
ensamblaje de la maquinaria de transcripciéon del complejo de la ARN polimerasa Il
(ARNPolll) en los promotores (M. Atchison 2002; Kadonaga 1998; Maston, Evans, y Green

2006). El genoma humano posee entre 1700 y 1900 genes que codifican para factores de
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transcripcion distintos (Vaquerizas et al. 2009). Estas proteinas usualmente contienen dos
dominios distintos, un responsable de reconocer secuencias determinadas sobre el ADN
(dominio de wunién al ADN) y otro encargado de mediar la actividad regulatoria
(generalmente conocido como dominio de transactivacién). Uno de los mecanismos
principales por los cuales los factores de transcripcidon actian es reclutando cofactores
encargados de traer proteinas de la maquinaria de remodelacidn de la cromatina (Kadonaga
1998; Lemon y Tjian 2000). Esta maquinaria es capaz de reposicionar nucleosomas
especificos sobre los promotores de forma tal de exponer las secuencias necesarias para el
ensamblaje del complejo de la ARNPolll. Por ejemplo, uno de los complejos remodeladores
mas estudiados es el SWI/SNF. Este complejo es capaz de modificar de forma no covalente y
dependiente de ATP la cromatina, deslizando los nucleosomas sobre el ADN (Kingston vy
Narlikar 1999). Por otro lado, otro tipo de coactivadores que pueden ser reclutados por los
factores de transcripcién para promover la expresion génica son las histonas acetil
transferasa (HATs). Estos cofactores son capaces de acetilar el dominio N-terminal de las
histonas H3 y H4 en residuos especificos. Esta modificacion sobre las histonas produce que
los nucleosomas se descondensen y colabora con el reclutamiento de factores necesarios
para la transcripcion (Strahl y Allis 2000). Entre los complejos de HATs mas conocidos se
encuentran: PCAF, CBP, p300, GCN5, TRRAP, entre otros (Rosenfeld, Lunyak, y Glass 2006).
Adicionalmente, los mediadores son un tercer tipo de cofactores reclutados por los factores
de transcripcidn. Estas proteinas facilitan la transcripcién por medio de la interaccion directa

con la ARNPol Il (Hatzis y Talianidis 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Tres mecanismos clasicos por los cuales pueden actuar los enhancers. (A) Los factores de
transcripcidn reclutan maquinaria de remodelacidn de la cromatina conteniendo los complejos como
SWI/SNF (évalos verdes). Estos complejos son capaces de deslizar los nucleosomas sobre el ADN de
los promotores (ADN azul) exponiendo secuencias necesarias para el ensamblaje de la maquinaria
de transcripcion (6valos azules). (B) Los factores de transcripcién pueden también reclutar complejos
de coactivadores con actividad de HAT capaces de acetilar residuos especificos en las histonas
(indicado como estrellas amarillas sobre la cromatina). Esta modificacién en la cromatina puede
facilitar la unidn de mas factores promotores de la transcripcidon (évalos verdes adicionales) o
descondensar la cromatina promoviendo la unién de la maquinaria transcripcional (6valos azules).
(C) Los factores de transcripcién pueden reclutar complejos mediadores (6valos violetas) los cuales,
a su vez, pueden interaccionar directamente con la ARNPolll para activar la expresién. Modificado de
(Heintzman y Ren 2009).

Prediccion de Enhancers

El modelo actual de regulacién génica propone que los enhancers contienen en sus
secuencias la informacion necesaria para reclutar los factores de transcripcion encargados
de controlar temporal y espacialmente la actividad de sus genes blanco. Sin embargo, las
secuencias consenso para unién de los factores de transcripcion son, en general, altamente
degeneradas y se las puede encontrar extensamente distribuidas por todo el genoma
(Matys et al. 2003), por lo que la sola prediccidén de estos sitios es insuficiente para postular
la existencia de un enhancer (Noonan y McCallion 2010; Wittkopp y Kalay 2011). No

obstante, en la actualidad se cuenta con dos grandes aproximaciones metodoldgicas por las
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cuales se puede predecir la existencia de una regién regulatoria (Heintzman y Ren 2009).
Por un lado, estan los métodos que detectan caracteristicas en la cromatina y en las
proteinas unidas al ADN que, a su vez, estdn asociadas a la presencia de enhancers.
Paralelamente, estan los métodos que se basan en la conservacion de las secuencias de ADN
a nivel filogenético (Tagle et al. 1988; Bulger y Groudine 2011).

Siguiendo la primera aproximacion, los enhancers tipicamente se localizan en regiones
donde hay una disrupcién en la estructura de la cromatina. Esta disrupcién puede ser puesta
en evidencia como una mayor sensibilidad a la digestion con la enzima DNAsa |. Esta
hipersensibilidad a la digestion con DNAsa | ocurre debido a que los nucleosomas son
desplazados del ADN por la unidn de proteinas especificas (como, por ejemplo, los factores
de transcripcién). De esta forma, el ADN estd mas expuesto a la digestion (Atchison 1988).
Por otro lado, el ADN de regiones enhancers presenta modificaciones especificas en las
histonas de sus nucleosomas. Dentro de este cédigo se encuentran la monometilacion de la
histona H3 en su lisina 4 (H3K4Mel) y ausencia de trimetilacion (H3K4Me3) (Bulger vy
Groudine 2011). Otro tipo de evidencia experimental que sugiere la existencia de un
enhancer es la asociacion de regiones del ADN con proteinas especificas (Heintzman y Ren
2009). Una de las asociaciones mas estudiadas es el caso de la proteina p300, un
coactivador estrechamente asociado a los enhancers activos (Heintzman et al. 2007). Por
ejemplo, utilizando una estrategia que consistia en inmunoprecipitar ADN utilizando un
anticuerpo contra la proteina p300 (marcador de enhancers activos), seguido de
secuenciaciéon masiva, se encontraron entre 500 y 2500 sitios de unién para p300 en tejido
de cerebro de embriones de ratéon de 11.5 dias post coitum (dpc). En casi todos los casos, las
regiones halladas resultaron funcionar como enhancers en ensayos con ratones
transgénicos (Visel etal. 2009). Mas recientemente, el Proyecto ENCODE identifico
aproximadamente 400.000 elementos con caracteristicas cromatinicas asociadas con la
presencia de enhancers en diferentes tipos celulares humanos (ENCODE Project Consortium
2012). La ventaja de este tipo de aproximaciones es que, en teoria, permite
simultdneamente identificar un enhancer junto con la informacién sobre el tejido y estadio
del desarrollo donde el regulador esta activo (Axel Visel et al. 2009). Sin embargo, varios
autores consideran que las aproximaciones basadas en el mapeo a gran escala de
caracteristicas de la cromatina proveen indicios sobre la presencia de regiones con potencial

capacidad regulatoria pero que deben hacerse necesariamente estudios funcionales
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adicionales para comprobar esta funcidon (De Souza, Franchini, y Rubinstein 2013; Graur
et al. 2013).

Por otro lado, otro criterio utilizado para detectar posibles enhancers (y otras regiones
funcionales en el genoma) es la conservacion filogenética en regiones no codificantes (Tagle
et al. 1988). La hipdtesis en la que se basan estos estudios comparativos asume que aquellas
regiones funcionales del genoma (tanto que codifican para proteinas como no codificantes)
tendran una tasa de evolucion molecular mas baja, comparada con la tasa neutra de
evolucidn (que es la tasa a la cual, en teoria, evolucionan las regiones no funcionales). Esto
se debe a que solo una pequeiia proporcién de los cambios que tienen lugar en las regiones
con restricciones funcionales pasara a la proxima generacion (cambios que resulten
selectivamente neutros y/o ventajosos) (M Kimura 1968; Tagle et al. 1988). De acuerdo con
la teoria neutralista o del equilibrio mutacidn-deriva, estos nuevos alelos neutros o
ventajosos se fijaran en las poblaciones ya sea por deriva genética o por seleccidon natural,
acumulandose, y formaran parte de la divergencia que se analizard en los estudios
comparativos. Sin embargo, la gran parte de las sustituciones que ocurren en las regiones
funcionales del genoma resultan deletéreas, siendo el destino mas probable de estos alelos
la eliminacién por seleccion purificadora. Estos cambios no quedan representados en las
poblaciones, no aportando a la divergencia. Por otro lado, las mutaciones que ocurren en
sitios sin restricciones funcionales tienen por lo general efectos despreciables sobre la
aptitud (es decir, son selectivamente neutros) y estan libres para fijarse por deriva génica,
de alli la mayor tasa de evolucién molecular en estas regiones (Kimura 1968; Kimura 1983).
En consecuencia, las regiones gendmicas sin restricciones funcionales entre dos especies
acumulan sustituciones a tasa neutras y la divergencia aumenta a medida que la distancia
evolutiva entre las especies se incrementa. Mientras que, las secuencias ortélogas sujetas a
restricciones funcionales en ambas especies también cambian, pero a una tasa menor.
Entonces, la conservacidn filética es un parametro extremadamente util para predecir la
presencia de un enhancer u otro tipo de regidn funcional en secuencias no codificantes
(Tagle et al. 1988). Sin embargo, este método no permite predecir dénde y cuando ese
posible regulador estard activo. También, es importante notar que la conservacion entre
secuencias ortdlogas es un indicador de conservacién de la funcién, pero no lo garantiza
(Noonan y McCallion 2010). Por ejemplo, secuencias conservadas entre dos especies

pueden tener en cada una funcién distinta y a la inversa, funciones conservadas entre dos
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especies pueden estar codificadas en secuencias con muy poca conservacion (Noonan vy
McCallion 2010). Por ejemplo, se encontré que secuencias regulatorias presentes en el locus
RET humano y que no presentan niveles de conservacidn manifiesta con elementos
presentes en el genoma del pez cebra (Danio rerio) son capaces de dirigir la expresion a
dominios especificos del gen RET enddgeno cuando se evallian en peces cebra transgénicos.
Una de las explicaciones para este hallazgo es que existen secuencias ortélogas en pez cebra
a las humanas ensayadas pero estas secuencias divergieron mas alld del nivel de deteccién
ya sea por pequefios cambios en los sitios de unién para factores de transcripcion,
rearreglos de estos sitios u otros cambios evolutivos (Fisher, Grice, Vinton, Bessling, y
MccCallion 2006). En un ejemplo contrario al anterior, se reportd que los elementos
regulatorios ar-D, ar-A y ar-C del gen Sonic hedgehog (Shh) en pez cebra dirigen la expresién
a dominios distintos del animal cuando se los compara son sus elementos ortdlogos en
raton. Esta diferencia en la actividad de estos enhancers es llamativa si se toma en cuenta
gue las secuencias de estos elementos estan altamente conservadas entre estas especies
(con aproximadamente un 60% de identidad de secuencia) (Ertzer et al. 2007).

La identificacién de regiones funcionales en el genoma por conservacion de secuencia se
acelerd sustancialmente gracias a que ahora se cuenta con multiples genomas secuenciados
para comparar y métodos sofisticados para evaluar el nivel de conservacidon de las
secuencias (Noonan y McCallion 2010). Los primeros estudios realizados comparando el
genoma humano con el de otros vertebrados encontraron miles de secuencias altamente
conservadas no codificantes. Estas fueron llamadas conserved noncoding sequences (CNSs
por sus siglas en inglés) (Siepel et al. 2005; Venkatesh et al. 2006). Estos estudios hallaron
gue los CNSs no estdn distribuidos al azar, agrupandose preferencialmente cerca de genes
del desarrollo y en desiertos génicos. La gran representacion de CNSs asociados a genes del
desarrollo puede indicar que, en oposicién a genes controlados menos dindmicamente,
estos genes requieren un mayor numero de regiones regulatorias para poder modular de
forma precisa la expresidon durante el desarrollo. Ademas, se encontrd que las agrupaciones
de CNSs correlacionan con regiones donde la sintenia estd conservada entre los
vertebrados. Esto podria deberse a que estos elementos regulatorios deben permanecer
asociados con sus genes blanco, siendo estas regiones gendmicas mas resistentes a los

rearreglos (Boffelli, Nobrega, y Rubin 2004; Ahituv et al. 2005; Ovcharenko et al. 2005).
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Mas recientemente, un estudio maped en gran detalle las secuencias de ADN bajo seleccidn
purificadora en los mamiferos, utilizando para ello las secuencias completas de 29 genomas,
incluido Homo sapiens. Este andlisis mostré que 4,2% de las secuencias presentes en los
genomas de estos mamiferos estan conservadas filogenéticamente. Dentro de esta fraccidn,
68% de estas secuencias son intrénicas e intergénicas y, al menos, un 30% de las secuencias
conservadas totales se encuentra en loci con marcas de cromatina tipicas de enhancers
(Lindblad-Toh et al. 2011). Esto indicaria que, aproximadamente dos tercios de todas las
secuencias bajo seleccién purificadora (al menos dentro de los mamiferos) del genoma
humano son no codificantes. Entonces, cualquier trabajo que quiera encontrar las bases
genéticas de la diversidad morfoldgica deberia considerar a las regiones no codificantes

como parte importante de su campo de estudio (Carroll 2005).

Genes blanco de los enhancers

Otro de los grandes desafios cuando se trabaja con enhancers, una vez identificados, es
determinar cuales son sus genes blancos. Se puede visualizar lo complejo de este objetivo si
se tiene en cuenta que los enhancers se pueden encontrar en posicién proximal o distal,
actuando incluso a millones de pares de bases de distancia del promotor blanco (Lettice
et al. 2003). Ademas, se pueden hallar dentro de intrones u exones de genes vecinos e
incluso puede activar genes blancos que se localizan en otros cromosomas (Lomvardas et al.
2006; van Heyningen y Bickmore 2013). No se conoce aun en detalle el mecanismo preciso
por el cual estos reguladores pueden actuar sobre tales distancias. Uno de los modelos mas
populares propone que los elementos regulatorios distales son capaces de reclutar
proteinas que interactyan a su vez con la maquinaria de transcripcién via formacion de un
lazo de cromatina. De esta forma, regulador y promotor quedan en estrecho contacto
(Krivega y Dean 2012).

Sin embargo, como primera aproximacion para identificar los genes blancos se suele asignar
un enhancer al gen que tenga fisicamente mas préximo. No obstante, esta hipdtesis se
vuelve mas sdlida si el patrén de expresién del gen candidato y el enhancer se superponen
(al menos en parte del dominio espacial y temporal de expresion del gen) (Heintzman y Ren
2009). La demostracion definitiva requiere de ensayos delecionales o de mutagénesis (ya

sea en mutantes naturales o recurriendo a modelos animales) donde se pueda evaluar el
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impacto de cambios en las regiones regulatorias sobre el patréon de expresién de su gen
blanco.

Uno de los ejemplos mas llamativos de enhancer distales es el regulador del factor de
transcripcién Sonic hedgehog (SHH) que controla la expresion de este gen en los miembros
posteriores en desarrollo de mamiferos. Este enhancer se localiza a mas de 1 Mb del sitio de
inicio de la transcripcién de SHH, en medio de un intrén del gen Limb region 1 (LMBR1), gen
gue se encuentra rio arriba de SHH (Lettice et al. 2003). La disrupcién de este enhancer en
ratén ocasiona la degeneracién de los miembros posteriores por falta de un correcto
establecimiento del eje anteroposterior del miembro en desarrollo (Sagai et al. 2005).

El ejemplo anterior pone de manifiesto la importancia de los enhancer distales durante el
desarrollo y lo complejo de asociar a priori enhancers y genes blancos. Incluso, ya se
empieza a vislumbrar un nivel de complejidad adicional a la hora de estudiar enhancers.
Tradicionalmente, se consideré que cada enhancer controlaba un Unico dominio de
expresiéon de su gen blanco. Sin embargo, existe evidencia creciente sobre la gran
redundancia de elementos regulatorios que habria en los metazoos, principalmente
aquellos asociados a genes del desarrollo (Barolo 2013; Frankel 2012). Por ejemplo, un
estudio llevado a cabo en moscas Drosophila melanogaster transgénicas, demostrd que dos
genes blanco del factor de transcripciéon Dorsal, los genes brinker y sog, tienen cada uno, al
menos, dos enhancers capaces de reclutar a Dorsal. Estos dos pares de enhancers estan
activos durante los mismos estadios del desarrollo larval del animal y dirigen la expresion a
dominios aparentemente idénticos (Hong, Hendrix, y Levine 2008; Perry et al. 2010). Se
postula que esta redundancia de funcién podria estar asociada a una mayor estabilidad
fenotipica (permitiendo resistir a cambios deletéreos en las regiones regulatorias) (Hong,
Hendrix, y Levine 2008). Por otro lado, también se sugiere que los enhancers con actividad
regulatoria parcialmente redundante podrian ser fuente de novedades evolutivas. En este
tipo de sistemas, las mutaciones que tuvieran lugar en uno de estos elementos podrian ser
mejor tolerados, pudiendo, al mismo tiempo, ser fuente de nuevos patrones de expresion
(Hong, Hendrix, y Levine 2008). No obstante, a nivel experimental complejizan adn mas los
ensayos funcionales ya que, la ausencia de un fenotipo por delecion o mutacién no

necesariamente implica la ausencia de funcién de ese elemento in vivo.
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Ensayos funcionales para regiones regulatorias

Como se detallé anteriormente, en la actualidad se cuenta con métodos refinados para
predecir regiones regulatorias. Sin embargo, siempre se deben realizar ensayos in vivo para
confirmar la presencia de un elemento regulatorio (De Souza, Franchini, y Rubinstein 2013).
La mayoria de los trabajos sobre regiones funcionales no codificantes se concentran en el
estudio de regiones enhancer. Esto es asi, principalmente, porque no existen
aproximaciones experimentales rob