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RESUMEN

El estudio de variantes genéticas, como los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs, por sus siglas en inglés: Single Nucelotide Polymorphisms) ha permitido
estudiar la susceptibilidad de las diferentes poblaciones para el desarrollo de
enfermedades complejas. Los miRSNPs, SNPs localizados en genes de microRNAs
(miRNAs), pueden afectar la funcionalidad de éstos, teniendo efectos sobre los
diversos mecanismos y procesos celulares en los cuales intervienen. Los miRSNPs
se han asociado a diversas enfermedades, principalmente las autoinmunidades,
cardiovasculares y cancer. Uno de los miRNAs de interés es el miR-146a, el cual
es un regulador clave de la respuesta inmune innata. El miRSNP rs2910164 (G/C)
se localiza dentro de la secuencia del precursor de miR-146a y el rs2431697 (C/T)
en la regién promotora de este miRNA. Por su localizacién, ambos miRSNPs
podrian tener implicaciones funcionales y regulatorias en la respuesta inmune, por
lo que su estudio podria brindar informacion valiosa.

Con base en lo anterior, el presente proyecto tuvo como objetivo evaluar el efecto
de los SNPs rs2431697 y rs2910164 en individuos sanos y su correlacién con el
proceso de maduracion y la funcion de miR-146a. Para ello, se obtuvieron los
genotipos de los SNPs rs2431697 y rs2910164 en un grupo de 50 voluntarios sanos
utilizando el método de sonda TagMan y se determind la expresion relativa de los
diferentes intermediarios en la maduracion de miR-146a, asi como dos de sus
ARNm blancos IRAK1 y TRAF6 (qPCR). Se realizd una correlacion genotipo-

expresion de los estadios de maduraciéon de miR-146 y de sus ARNm blancos.

Los resultados obtenidos indican que la presencia del alelo C del SNP rs2910164
disminuye la expresion de la forma precursora y madura de miR-146a, mientras que
el alelo menor T del SNP rs2431697 ocasiona una disminucion en todos los estadios

de maduracion de miR-146a e incluso en miR-3142.

Por otra parte, el analisis del ARNm TRAFG6 con los SNPs rs2910164 y rs2431697
mostré que la presencia del alelo de menor frecuencia para ambos SNPs
correlaciona con un aumento en la expresion de dicho mensajero. A su vez, se

encontré que individuos heterocigotos para el SNP rs2910164 presentan un



aumento en la expresion de IRAK1, mientras que los homocigotos para el alelo C
disminuyen los niveles de dicho mensajero, esta disminucién se observa de igual

manera en los individuos portadores del alelo T del SNP rs2431697.

Los resultados obtenidos sugieren que los alelos menores de ambos miRSNPs
disminuyen la expresion de miR-146, lo cual a su vez ocasiona una desregulacion
en sus ARNm blancos IRAK1 y TRAF6. Debido a que este miRNA es un regulador
clave de la via de IFN-I podria causar un efecto en la regulaciéon en la inmunidad

innata.



Abreviaturas

ABCB1: Transportador tipo casete de uniéon a ATP (por sus siglas en inglés: ATP Binding
Cassette Subfamily B Member 1)

ADN: Acido Desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés: Deoxyrribonucleic Acid)
Ago2: Proteina Argonauta 2

AR: Artritis Reumatoide

ARN: Acido Ribonucleico (por sus siglas en inglés: Ribonucleic Acid)

ARNm: ARN mensajero

ATP: Adenosin Trifosfato

CAD: Enfermedad Arterial Coronaria (por sus siglas en inglés: Coronary Artery Disease)
cDNA: DNA complementario (por sus siglas en inglés: complementary DNA)

CDp: Célula dendritica plasmacitoide

Ct: Temperatura umbral (por sus siglas en inglés: Cycle threshold)

CMNs: Células Mononucleares

CNVs: Variantes en Numeros de Copias (por sus siglas en inglés: Copy Numbers Variants)
DGCRS8: Regidn Critica Di George (por sus siglas en inglés: Di George Critical Region)

ETS-1: Factor de Transcripcién ETS, proto-oncogén 1 (por sus siglas en inglés: ETS proto-
oncogen 1, transcripction Factor)

FCGR3: Receptor del Fragmento Fc de IgG 3A (por sus siglas en inglés: Fc Fragment Of
1gG Receptor llla)

Fwd: Sentido directo de los oligos (por sus siglas en inglés: Forward)
gDNA: DNA gendmico (por sus siglas en inglés: genomic DNA)

GWAS: Estudios de Asociacion Amplio de Genoma (por sus siglas en inglés: Genome Wide
Association Studies)

IFN-I: Interferdn tipo |
IFNAR: Receptor de Interferén a/3 (por sus siglas en inglés: interferon-a/3 receptor)
IL-1B: Interleucina 1 beta

IRAK1: Receptor Asociado a la Cinasa 1 (por sus siglas en inglés: Interleukin 1 Receptor
Associated Kinase)

IRF5: Factor Regulador de Interferdn 5 (por sus siglas en inglés: Interferon Regulator Factor
5)



ISRE: Elemento de Respuesta Estimulado por IFN (por sus siglas en inglés: interferén-
stimulated response element)

LES: Lupus Eritematoso Sistémico

LESp: Lupus Eritematoso Sistémico pediatrico

LMNB1: Lamina tipo B1 (por sus siglas en inglés: B-type lamin)

MAF: Frecuencia del alelo menor (por sus siglas en inglés: Minor Allele Frecuency)
MAX: Factor X asociado a myc (por sus siglas en inglés: myc-associates factor X)
miRNA: microRNA

miRNA*: microRNA estrella

miR-SNPs: SNPs en genes de microRNAs

MyD88: Factor de Respuesta Primaria de Diferenciacion Mieloide 88 (por sus siglas en
inglés: Myeloid Differentiation Primary Response 88)

NF-kB: Factor Nuclear Potenciador de las Cadenas Ligeras kappa de las Células B
Activadas (por sus siglas en inglés: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of Activated
B Cells)

NUMB: Proteina adaptadora endocitica NUMB
OR: Razon de momios (por sus siglas en inglés: Odds Ratio)

PACT: Proteina quinasa activada por ds-ARN mediadora de interferon (por sus siglas en
inglés: Protein Activator Of Interferon Induced Protein Kinase EIF2AK2)

Pax5: Gen de Caja Pareada 5 (por sus siglas en inglés: Paired Box 5)

PCR: Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (por sus siglas en inglés: Polymerase Chain
Reaction)

Pol II: RNA Polimerasa 2

PTTG1: Proteina pituitaria transformadora de tumor 1 (por sus siglas en inglés: Pituitary
Tumor-Transforming 1)

gPCR: PCR Cuantitaiva o en Tiempo Real (por sus siglas en inglés: quantitative
Polymerase Chain Reaction)

RAN-GTP: Proteina Nuclear Relacionada a Ras-Guanosina Trifosfatasa (Por sus siglas en
inglés: Ras-Related Nuclear Protein- Guanosine Triphosphatase)

RBC: Solucion de Lisis de Glébulos Rojos (por sus siglas en inglés: Red Blood Cell Lysis
Buffer)

RFLP: Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (Por sus siglas en inglés:
Restriction Fragments Lenght Polymorphism)
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RISC: Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (por sus siglas en inglés: RNA Induced
Silencing Complex)

ROS: Especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en inglés: Reactive Oxygen Species)

RT-PCR: PCR Reverso Transcriptasa (por sus siglas en inglés: Reverse Transcriptase
PCR)

Rv: Oligo antisentido (por sus siglas en inglés: Reverse)

SNP: Polimorfismo de un Solo Nucledtido (por sus siglas en inglés: Single Nucleotide
Polymorphism)

STAT1: Transductor de Sefal y Activador de Transcripcion 1 (por sus siglas en inglés:
Signal Transducer and Activator of Transcription 1)

STR: Pequenas repeticiones en bloque (Por sus siglas en inglés: Short Tandem Repeats)
TLR: Receptor tipo Toll (por sus siglas en inglés: Toll-like receptor)

Tm: Temperatura Media

TNF: Factor de Necrosis Tumoral

TRAF6: Receptor del Factor de Necrosis Tumoral Asociado al Factor 6 (por sus siglas en
inglés: TNF Receptor-Associated Factor 6)

TRBP: Proteina de Unidon a RNA Tar (por sus siglas en inglés: Tar RNA Binding Protein)
UTR: Regién 3’ no traducida (por sus siglas en inglés: Untranslated Region)

VNTR: Variable numero de repeticiones en bloque (Por sus siglas en inglés: Variable
Number of Tandem Repeats)

XPOS5: Exportina 5
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I. Marco Teérico
1.1 Variantes genéticas

Los estudios de marcadores de ADN proporcionan conocimiento acerca de la
composicidn genética de los individuos, permitiendo profundizar en materia de
salud. En la actualidad, con el establecimiento de nuevas tecnologias como la
secuenciacion del genoma completo, se han reportado nuevas variantes
genéticas que permiten conocer mas acerca de la susceptibilidad genética, asi
como de la estructura del genoma, no solamente de cada individuo, sino de las
poblaciones. Ademas, éstas nos proporcionan informacion relevante acerca de
procesos evolutivos, 1o que generalmente se refleja en una alta diversidad
genotipica y fenotipica. En particular, esta diversidad contribuye a los procesos

adaptativos de las distintas especies ante los cambios en el ambiente. 3!

Las variantes genéticas se clasifican en estructurales y variantes de un solo
nucledtido. ¥l Las estructurales se refieren a todas aquellas secuencias que
difieren entre los individuos que no son de un solo nucledtido,  estas incluyen
inserciones-deleciones (indels), sustituciones en tandem, inversiones de
secuencia, numero variable de repeticiones en tandem (VNTR, por sus siglas en
inglés: Variable Number of Tandem Repeats), repeticiones pequenas en tandem
(STR, por sus siglas en inglés: Short Tandem Repeats) y numero variable de

copias (CNV, por sus siglas en inglés: Copy Number Variation).

Algunas de estas variantes genéticas implican cambios cromosomicos que
repercuten en la estructura de estos. Un ejemplo son los indels que ocurren
cuando un segmento cromosomico esta ausente o es insertado, lo cual modifica
la secuencia, mientras que en las sustituciones en tandem se presentan cuando
una secuencia de nucledtidos difiere entre 2 individuos. También se observan
inversiones, en las cuales se cambia el sentido de la secuencia del ADN. Estas

variantes genéticas se ejemplifican en la (Figura 1).
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ATTGGCCTTAACCECCGATTATCAGGAT

Variante de un solo nucledtido
ATTGGCCTTAAC CEC CGATTATCAGGAT

ATTGGCCTTAACCCGATICCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTAACCCEz==ICCGATTATCAGGAT

Variante de Insercién-delecién

ATTGGCCTTAACCCCCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTAACAGTGGATTATCAGGAT

Sustitucion en tAndem

e eSS ATTGGCCTTIAACCCCCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTEEGEEEETIATTATCAGGAT

Variantes Estructurales

Variante de nimero de copias ~ ATTGGCCTTAGGCCTTAACCCCCGATTATCAGGAT

AT TR, C CTCCGATTATCAGGAT

Figura 1. Clases de variantes genéticas en humanos. El esquema muestra los diversos tipos
de variantes genéticas. Se ejemplifican los polimorfismos de un solo nucleétido y las variantes
estructurales como lo son: inversiones, inserciones, deleciones, sustituciones y variacion en el

numero de copias. Tomada y modificada de 1.

Las variantes estructurales en los cromosomas conllevan, por lo general a
fenotipos severos, entre los que se puede mencionar la asociacion entre lupus
eritematoso sistémico (LES) y la variacion en el numero de copias del
componente C4 del complemento P! o la duplicacién en tdndem de LMNB1 que
causa leucodistrofia autosémica recesiva.l''l Una variante de inversion notable
es la que se encuentra en la region 17921.31, la cual se presenta con una
frecuencia del 21% en individuos europeos, pero es rara en las poblaciones
africana (6%) y asiatica (1%)['?. Este polimorfismo se encuentra bajo seleccion
positiva en los individuos europeos y esta asociado a los eventos que ocasionan
sindrome de Koolen de Vries, el cual es una de las principales causas de retraso
mental en la poblacién europea /1. Finalmente, con referencia a los indels
encontramos la enfermedad de Tay-Sachs que resulta de mutaciones en el gen
codificante de la subunidad a de la B-hexosaminidasa A, la cual es una enzima
compuesta de los polipéptidos a y 3; se han reportado 11 diferentes deleciones
y 2 pequenas inserciones, lo que ocasiona cambios en la actividad de la enzima

en distintos grados 3.

Por su parte, las variantes genéticas que implican variaciones en las repeticiones

de nucledtidos se utilizan generalmente como marcadores genéticos. Estos
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permiten determinar patrones especificos en individuos, como son las
secuencias microsatélites. Por su parte, los VNTRs se reportaron inicialmente
mediante RFLPs (Por sus siglas en inglés: Restriction Fragments Lenght
Polymorphism) Pl, sin embargo, son altamente polimoérficos y su heterocigosidad
también es alta en algunas poblaciones debido a la gran variedad de numero de
copias que puede presentar este bloque de repeticiones de una secuencia de
ADN.

Los STRs o microsatelites son pequenos segmentos de 2 0 mas pares de bases
que se repiten por bloques en un segmento de ADN. Estos loci de micro satélites
se encuentran presentes en mas de 100,000 regiones que cubren la mayoria

del genoma.

Finalmente, los CNVs ocurren cuando difiere el numero de copias de una region
en particular del genoma. Normalmente, se cuenta con dos copias de cada
region autosdmica, una por cromosoma, pero debido a una delecion o
duplicacion de ciertas regiones genomicas observamos un incremento o

decremento del numero de copias.

Estas variantes genéticas han contribuido enormemente a diversos campos de
las ciencias forenses o médicas. Por mencionar algunos ejemplos, se encuentra
el uso de los patrones generados por RFLPs que muestran segregacion
mendeliana codominante lo que permite distinguir entre los dos alelos parentales
para conocer el origen de un loci en particular en nuestro genoma. Debido a que
pueden identificar un locus altamente polimérfico en el genoma, los VNTRs se
utilizan en estudios forenses, en el monitoreo de receptores de trasplantes de
meédula, en la deteccion de una pérdida parcial o completa de un cromosoma,;
los STRs son utilizados para analisis de ligamiento de enfermedades recesivas
con una baja incidencia y las CNVs suelen modificar la expresion de los genes
si se encuentran en la unidad funcional del gen, ya sea que falten copias o estén
duplicadas. Algunas CNVs se han asociado a enfermedades como lo es la CNV
del gen FCGR3 con glomerulonefritis o del gen FCGR3B con autoinmunidades

sistémicas. [
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Por otra parte, los cambios de un solo nucleétido como los polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs, por sus siglas en inglés: Single Nucleotide
Polymorphism) son las variantes genéticas con mayor prevalencia entre los
individuos, por lo que son utilizados en la actualidad para estudios de

poblaciones, asi como de asociacion a distintas enfermedades complejas.
I.1.1 Polimorfismos de un solo nucleétido

Como se ha mencionado, los SNPs son las variantes genéticas mas frecuentes.
Se pueden clasificar como comunes o raras, las primeras se presentan en al
menos 1% de la poblacion, mientras que las raras tienen un porcentaje menor a
1%. Cada SNP representa un cambio en un solo nucleétido donde en la mayoria
de los casos hay dos alelos alternativos en una posicion determinada, es decir,
son bialélicos. Sin embargo, se han reportado una cantidad notable de SNPs
que no cumplen esta generalizacion y son tri-alélicos o incluso tetra-alélicos. Un
ejemplo de SNP tri-alélico es la variante G2677T/A del gen ABCB1, la cual se
ha correlacionado con la disminucion de la expresion de la glicoproteina-P, la
cual es un transportador dependiente de ATP cuyos niveles de expresion son de
suma importancia para determinar la farmacocinética de un gran numero de

sustratos, entre los cuales se incluyen varios tratamientos contra el cancer 41,

Para que un cambio de nucleétido se considere un SNP, es necesario que el alelo
de menor frecuencia (MAF, por sus siglas en inglés: Minor Allele Frequency) sea
mayor al 1%, si se presenta en menos de 1% de la poblacién se considera una

variante rara.

Los SNP se presentan en el genoma uno cada 300 nucledtidos en promedio, lo
cual significa que hay alrededor de unos 11 millones de SNPs en el genoma
humano [©l. Se encuentran distribuidos a todo lo largo del genoma, localizandose
en regiones promotoras, en intrones o exones. Sin embargo, dado que menos
del 5% del genoma codifica para proteinas, la mayoria de los SNPs estan en
secuencias no codificantes. El efecto principal de los SNPs varia de acuerdo a la
regidon en la que se localice, si el SNP se localiza en la regién codificante de un

gen se considera como sinénimo si el cambio de nucledtido no implica cambio de
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aminoacido. Sin embargo, pese a codificar a la misma proteina este cambio
podria afectar la estabilidad del ARN mensajero (ARNm). Un SNP no sinénimo
se considera cuando el cambio de nucleétido ocasiona un cambio en un
aminoacido. Dependiendo la posicion en la que se encuentre este aminoacido
sera el efecto que ocasionara en la estructura y funcion de la proteina. Como
ultimo caso esta variante podria generar una mutacion sin sentido en la cual la
secuencia genera un codon de paro, ocasionando la formacion de proteinas
truncas o con pérdida de funcion. Los SNPs que se localizan en regiones
intergénicas, pueden afectar sitios reguladores de la expresion de genes
contiguos, en ocasiones teniendo un efecto con los niveles de expresion. Cabe
resaltar que los SNPs se localizan también en genes no-codificantes,
produciendo diferentes efectos en la expresion y funcion de los transcritos de

éstos (Figura 2).

Inicio de  Codén de Codén de
transcripcidbn  inicio término
5’ [Promotor |5°UTR| E I E I E ] E [3utR[— 3°
Regiones Exones Intrones Regiones
reguladoras intergénicas

Figura 2. Esquema de la localizacion de SNPs. En la imagen se aprecian las 4 localizaciones
fundamentales en las cuales podemos encontrar SNPs, en regiones reguladoras, intergénicas,
intrénicas y exdnicas. En estas ultimas, dependiendo su efecto pueden ser no sindnimos,

sinénimos o sin sentido. Tomada y modificada de 351,

Los SNPs son marcadores biolégicos que permiten identificar genes asociados a
diversas enfermedades. El abordaje de estudio de los SNPs puede ser a través
de genes candidato, los cuales se seleccionan ya sea por su posicion dentro del
genoma o si se localizan en la region codificante para alguna proteina de interés
que pueda tener alguna funcién directa o indirecta en la enfermedad de estudio

[, Lo anterior se puede corroborar evaluando los efectos funcionales que tenga
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la variante sobre la proteina. Estos estudios han aportado informacion valiosa en
sobre la arquitectura genética en patologias complejas, ya sea mediante

asociacion génica o seleccion de blancos y biomarcadores para farmacos.

Con la obtencion de genotipos, ya sean pocos o miles de SNPs, se realizan
generalmente estudios de asociacidén, en los cuales se determina mediante
pruebas estadisticas si existe un riesgo a padecer una enfermedad al ser portador
de ciertas variantes. Normalmente estos estudios utilizan un disefio de caso-
control donde las frecuencias alélicas y genotipicas en un sitio de interés se
comparan entre las poblaciones de pacientes y controles. Si se obtiene una
mayor frecuencia de la variante en los pacientes se considera que esta se
encuentra asociada a un mayor riesgo de contraer la enfermedad, ya sea porque
afecta un gen de importancia en la enfermedad o porque es un marcador en una
regién génica involucrada en la enfermedad . Estos estudios son de suma
importancia en la prevencion, prediccién y tratamiento de las enfermedades en

cuestion.

Una metodologia de afos recientes es el analisis de estudios de asociacion
amplio de genoma (GWAS, por las siglas en inglés: Genome-Wide Association
Studies). Esta metodologia evalua una gran cantidad de SNPs realizando una
asociacion de estos a un rasgo o una enfermedad. Se pueden llegar a evaluar a
la vez miles SNPs, lo que permite obtener informacion acerca de cuales variantes
confieren riesgo de presentar dicho rasgo o enfermedad. Para realizar este
analisis se puede utilizar informaciéon como frecuencias genotipicas, desequilibrio
de ligamiento y las tasas de recombinacion. En la actualidad, existen bases de
datos como el HapMap (por sus siglas en inglés: Haplotype Map) o el proyecto
de 1000 genomas, las cuales han recopilado las variantes genéticas estudiadas
hasta hoy en dia en diversas poblaciones, describiendo variantes especificas
para una poblacion y sus bloques en desequilibrio de ligamiento. €l

Otra aplicacion de los SNPs es como marcadores evolutivos, mediante el
reconocimiento de variantes conservadas en individuos que nos indican la

historia, migracion, expansién y adaptacion de la poblacion humana. Esto se ha
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podido realizar debido al avance tecnoldgico en el desarrollo de nuevas técnicas
que permiten identificar millones de SNPs en un solo experimento como lo es el
GWAS.

Actualmente, se cuenta con estudios de caso-control que se han realizado en
distintas poblaciones. El meta-analisis multivariable, permite la conjuncion de
varios resultados, lo cual genera un grupo de resultados para cada efecto y busca
una correlacion entre éstos, los cuales pueden ser dentro del mismo estudio o

entre estudios diferentes. [1°

Mas alla de la manera en la cual se aborde su estudio, la localizacion y funcién
del SNP es fundamental, dado que de ello depende el efecto que pueda tener y
asi su relevancia biolégica. Los SNPs que se encuentran en regiones
intergénicas cobran relevancia dado que en estas regiones se encuentran genes
no codificantes que generan ARNs pequenos los cuales son reguladores de una
gran cantidad de genes y en los que el efecto de estos SNPs no sdlo afectaria su

procesamiento, sino también su funcion.
1.2 microRNAs (miRNAs)

En la actualidad se han descrito varios RNAs pequenos no-codificantes, dentro de
los que destacan los microRNAs (miRNAs) cuya longitud es de aproximadamente
19-22 nucledtidos y su principal funcion es la regulacion postranscripcional de los
ARNmM.

Los primeros miRNAs reportados fueron lin-4 en 1993, y posteriormente let-7,
ambos en el nematodo Caenorhabditis elegans 'l. Hasta hoy en dia se han descrito
1800 precursores y mas de 2500 miRNA maduros en humanos 1. Los miRNAs
participan en todos los procesos celulares, desde diferenciacion, desarrollo,
metabolismo, proliferacion, muerte celular, respuesta inmune innata y adaptativa e

incluso procesos como los tumorigenesis, entre otros. 2

La mayoria de los genes que codifican para los miRNAs se encuentran en regiones
intergénicas, aunque algunos han sido descritos en regiones intrénicas, los cuales

se conocen como mirtrons. Los miRNAs intergénicos tienen su propia region
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promotora, por lo tanto, son transcritos como unidades auténomas por las ARN
polimerasas Il o Ill. Una gran proporcion de estos miRNAs intergénicos se
encuentran en tandem, por lo que se transcriben como una unidad policistronica.
Por otra parte, los mirtrons se transcriben bajo el promotor del gen codificante en el

cual se localizan, y su procesamiento depende a su vez del proceso de splicing. 1]
I.2.1 Biogénesis de los miRNAs

La biogénesis de los miRNAs inicia con su transcripcion en el nucleo por parte de la
ARN polimerasal ll, llevandose a cabo las modificaciones postranscripcionales como
lo son el “capping” en el extremo 5’-UTR (por sus siglas en inglés: Untranslated
Region) o la poliadenilacion en el 3'-UTR. El transcrito adquiere una estructura tallo-
asa que se conoce como el miRNA primario (pri-miRNA). Posteriormente, el pri-
miRNA es procesado por el complejo enzimatico conocido como Microprocesador,
formado por las enzimas Drosha y DGCRS8; este complejo realiza un corte en los
extremos del tallo generando un extremo 5’ fosfato y el 3° con dos nucleotidos
sobresalientes. De esta manera se genera un ARN de aproximadamente 70
nucledtidos de longitud que se conoce como el precursor del miRNA (pre-miRNA).
Este es transportado hacia el exterior del nucleo mediante la proteina nuclear
relacionada a ras de unién a GTP (RAN-GTP) y la exportina 5 (XPO5), las cuales
forman un poro en la membrana del nucleo a través del cual el pre-miRNA sale al

citoplasma.

Una vez que el pre-miRNA se encuentra en el citoplasma, es procesado por la
enzima RNAsa Il Dicer en complejo con las proteinas TRBP (por sus siglas en
inglés: Tar RNA Binding Protein) y PACT (Proteina activadora de PKR), generando
un corte en el asa de las estructura, formando asi un duplex de ARN de
aproximadamente 22 nucleétidos, conformado por una hebra guia, el miRNA

maduro, y otra hebra denominada miRNA* (Figura. 3).
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Figura 3. Esquema de la biogénesis de los miRNAs. La transcripcion de los miRNAs comienza
en el nucleo generandose el pri-miRNA y posteriormente se da su procesamiento para generar el
pre-miRNA para su exportacion al citoplasma. En el citoplasma se genera el miRNA maduro, el cual
se une después al complejo RISC en donde se lleva a cabo el reconocimiento del ARNm blanco,

inhibiendo su traduccién. Tomada y modificada de ['l.

El miR* es generalmente degradado , mientras que el miRNA maduro se une a la
proteina Argonauta 2 (Ago2), formando el complejo RISC (por sus siglas en inglés:
RNA Induced Silencing Complex), el cual se une al ARNm blanco por
complementariedad de bases con el miRNA, ocasionando asi la represion

traduccional del ARNm.
1.2.1 SNPs en miRNAs (miRSNPs)

Dependiendo de su localizacion, los miRSNPs afectan tanto el procesamiento como
la funcion de los miRNAs. Estos polimorfismos se localizan: a) en la regién
promotora, b) en la regién que forma parte de los intermediarios en el proceso de

maduraciéon de los miRNA, desde la forma primaria hasta el maduro e incluso la
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region semilla del mismo, c) en las proteinas implicadas en el procesamiento de los
miRNAs (Drosha, Dicer, RISC y Exportina5), d) en la region 3"-UTR del ARNm

blanco impidiendo su union con el miRNA (Figura 4).
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Figura 4. Localizaciéon de los miRSNPs. En la imagen se muestran los distintos sitios en los cuales
se localizan los miRSNPs, ya sea en el promotor, proteinas implicadas en la via, en el mensajero
blanco o en las secuencias de cada uno de los intermediarios en la maduraciéon del miRNA. Tomada

y modificada de 151,

Asi, la presencia de un polimorfismo en la regién promotora ya sea del miRNA en
cuestion o de las proteinas que lo procesan (DGCRS8, Drosha, Dicer) alteraria los
niveles de expresion de estos. A su vez, la presencia de un SNP dentro de la
secuencia de cualquiera de los intermediarios en la maduracion podria afectar su
procesamiento, alterando los sitios de reconocimiento de la proteina de corte o de
exportacién ocasionando un defecto en el proceso, o en otro posible caso,
impidiendo su unién al complejo RISC. Si el polimorfismo se encuentra dentro de la
secuencia del miRNA maduro o en el sitio de reconocimiento de miRNAs en el

ARNmM, se tendria un efecto directo en la funcién del miRNA, dado que se veria

19



afectada la complementariedad de bases para unirse al sitio de reconocimiento del

ARNmMm blanco, y por lo tanto la interaccion de miRNA-ARNm se veria alterada.

Por lo anterior, es importante evaluar el efecto de los miRSNPs en el procesamiento
y funcion de los miRNAs, tal como miR-146a, uno de los miRNAs reguladores clave

de la respuesta inmune innata.
1.3 miR-146a

Este miRNA fue descrito por primera vez en 2006 por Taganov, el cual mostro su
comportamiento ante la estimulacion con lipopolisacaridos y con ello demostrando
su papel en la regulacion de la inflamacion ['6], El gen de este miRNA se encuentra
en la posicién q33.3 del cromosoma 5, su transcrito primario tiene una longitud de

aproximadamente 99 nucledtidos y el miRNA maduro de 22 nucledtidos.

El miR-146a participa en la regulacidén postranscripcional de genes de la respuesta
inmune; esta implicado en la regulaciéon negativa de vias de sefializacién como la
via mediada por TLRs (por sus siglas en inglés: Toll Like Receptors), en la
maduracion y seleccion de linfocitos B y T, en la produccién de citocinas pro-
inflamatorias, y como supresor de tumores. Puede ser inducido por la via del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de células B activadas (NF-K,
por sus siglas en inglés: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of Activated B
Cells). Entre los ARNm blancos de este miRNA se encuentran TNF, IL-1B, TRAFG,
IRF5, IRAK1, STAT1 y el factor H del complemento. TRAF6 pariticipa en la
produccion de IFN-I inciada por el reconocimiento de patégenos por los TLR 7/8 y
TLR9 que se encuentran en membranas endosomales. En un inicio TRAF6
interactua con el factor de diferenciacién mielodide (MyD88) que junto con IRAK1 y
4 fosforilan a los factores reguladores de IFN (IRF3, 5 y 7), con lo cual pueden
translocarse al nucleo para inducir la transcripcion de genes de IFN-I. Una vez
liberado, IFN-I se une a su receptor membranal IFNAR (por sus siglas en inglés:
Interferon-a/B Receptor) lo que induce la formaciéon del heterotrimero compuesto
por STAT1,2 e IRF9. Este complejo se une al elemento de respuesta estimulado por
IFN, ISRE (por sus siglas en inglés: Interferon-Stimulated Response Element) que

activa la transcripcién de los genes inducibles por IFN. Dado que los principales
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ARNmM blanco son los mensajeros de proteinas implicadas en la via de IFN-I, miR-
146a es un importante regulador de ésta y por consecuencia de los procesos
celulares en los cuales interviene, como son la maduracion de células dendriticas
plasmacitoides (CDPs), el desarrollo de linfocitos virgenes, la activacion de linfocitos

B y sobre todo en la respuesta inmune a infecciones virales [4411271149],

Debido a la importancia de estos ARNm blancos se han realizado diversos estudios
para evaluar el efecto que tiene el funcionamiento de miR-146a en diversas
enfermedades sobre todo las autoinmunes, cancer o procesos inflamatorios
(Tabla1).
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Tabla 1. Estudios recientes de la expresion en miR-146a. En la tabla se muestran
algunos estudios realizados sobre la expresion de este miRNA en diversas
enfermedades, asi como correlaciones con mensajeros que son blanco de miR-

146a.
Estudio Patologia Expresién y/o Poblacion | Referencia
funciéon de miR- | de estudio
146a
Expresion de LES Niveles elevados | Pacientes [17]
miR-146a en de miRNA en con LES de
orina orina Hong Kong
Correlacién Artritis Correlacién Pacientes de [20]
expresion- reumatoide positiva entre China
niveles de miR-146a y TNF-
citocinas a
Correlacién Carcinoma miR-146a Pacientes de [21]
expresion oral de regulador Taiwan
mMiRNA- células negativo de
expresion escamosas | IRAK1, TRAF6y
mensajero NUMB
blanco
Ensayo de Artritis Mayor expresion | Pacientesy [26]
expresion reumatoide de miR-146a en | controles de
pacientes Egipto
comparado con
controles
Ensayo de Nefritis lupica Expresién Pacientes y [27]
expresion disminuida de controles de
miR-146ay China
aumentada de
TRAF6

LES: Lupus Eritematoso Sistémico
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.3. miR-SNPs en miR-146a

Se han reportado algunos SNPs localizados en MIR-146a o en regiones cercanas
a este, dentro de los cuales se encuentran los SNPs rs2910164 y rs2431697,
localizados en la region codificante para el precursor y la region promotora,

respectivamente (Figura 5).

I 50kb |
ovewod fu e owy P
PTTGH ) pri-miR-146a
157095329 1, g,
12431697 7 12277920 152010164 g,

Figura 5. Localizacion de los SNPs de la region PTTG1-MIR-146a. Se muestra la localizacion
compartida de MIR-146a y MIR-3142, las barras negras indican los exones y la linea punteada la
region intergénica. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion. El asterisco denota que los

SNPs unidos por la linea, estan en desequilibrio de ligamiento. (Tomada y modificada de ['€l).

Cabe resaltar que dentro de la secuencia de miR-146a se encuentra otro miRNA,
miR-3142, el cual no ha sido estudiado a profundidad y aun se desconoce su
funcién. Debido a su localizaciéon, es altamente probable que la expresion y el

procesamiento de este miRNA dependan de la transcripcion de MIR-146a.

El estudio de estos miIRNSPs se ha enfocado principalmente a estudios de
asociacion a diferentes patologias, como enfermedades autoinmunes,

cardiovasculares y en diversos tipos de cancer.

Debido a que miR-146a regula principalmente a ARNm blanco de proteinas que son
clave para la respuesta inmune innata, se han realizado estudios con enfermedades
autoinmunes como lo son artritis reumatoide (AR), lupus eritematoso sistémico

(LES), asma, sindrome de Sjogren; en enfermedades cardiovasculares como la
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enfermedad arterial coronaria e incluso en diversos tipos de cancer como carcinoma

de células escamosas, gastrico, cervical, de tiroides, entre otros.

Se han realizado diversos estudios de asociacion, en especial del SNP rs2910164,
en enfermedades autoinmunes como LES y AR. De manera interesante, se ha
observado que la asociacién, principalmente en estudios de caso-control, de estos
SNPs varia dependiendo la poblacion de estudio, observandose diferencias incluso
en poblaciones de una misma region o dentro del mismo pais. Un ejemplo son los
estudios de asociacién del SNP rs2910164 a enfermedades autoinmunes en
poblaciones europeas y asiaticas, en donde no se ha encontrado asociado a LES u
otras enfermedades autoinmunes, sin embargo, en otras poblaciones se asocia a
cierto grupo o género, como lo muestra un estudio en mujeres mexicanas en donde
se asocia a asma [?°l, Esta diferencia se ha observado incluso en estudios de meta-
analisis B 28142 Aun cuando los estudios de asociacion proporcionan informacion
relevante del efecto genético que tienen estos SNPs, son aun escasos los que se
enfocan en evaluar el efecto funcional de los miRSNPs en la expresion y regulacion
mediada por miR-146a. Analizar el efecto de los SNPs rs2910164 y rs2431697
permitira conocer la relevancia biolégica que tienen sobre la regulacidon mediada por
miR-146a.

1.4 rs2910164

El polimorfismo rs2910164 consiste en una sustitucion de guanina por citosina, lo
que causa una pérdida de estabilidad en el tallo de la forma precursora de miR-146a
(Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la localizacién y efecto del SNP rs2910164. En la imagen se muestra la
localizacion del SNP en la estructura de pri-miR-146a, sefialado con un punto azul el alelo G y en
verde el alelo C. Marcado con puntos rojos se encuentra la secuencia del miRNA maduro. Tomada
de [27],

El efecto de este polimorfismo puede ocasionar ademas variaciones en el proceso
de maduracion como una disminucion en el procesamiento del miRNA maduro, y
por lo tanto tener un efecto en la regulacion de su ARNm blanco como son IRAK1,
TRAF6, STAT1, e IRF5, lo cual a su vez influye directamente en la produccion de

citocinas/quimiocinas proinflamatorias.

En el laboratorio se ha estudiado previamente el miRSNP rs2910164 para conocer
si se encuentra asociado a LES, AR y asma en la poblacion mexicana utilizando
una cohorte de sujetos pediatricos, encontrando asociacién a asma solamente en
mujeres, pero no asi para LES o AR. ?°] Sin embargo, en otros estudios realizados
con diversas poblaciones caucasicas y asiaticas este polimorfismo no se encontré
asociado a LES, incluyendo en las poblaciones china, mexicana o europeas

combinadas a través de diferentes meta-analisis. [161129]

Con respecto a estudios que evaluan el efecto del polimorfismo con la expresion,
funcién o relacion a patologias de pre-miR-146a y miR-146a, se ha observado que
los genotipos relacionados a ciertas condiciones varian. Por ejemplo, en
enfermedad arterial coronaria individuos con el genotipo CC se relacionan con
niveles elevados de miR-146a en individuos sudafricanos, por otro lado individuos
de Turquia con el genotipo GG se encuentran relacionados a un mayor riesgo de

padecer ateroesclerosis (Tabla 2).

25



Tabla2. Estudios recientes sobre el SNP rs2910164. En la tabla se muestra una
recopilacion de los estudios asociados al SNP rs2910164, en los cuales se aprecia
la enfermedad asociada, el genotipo y la poblacion de estudio.

Estudio Patologia | Efecto del genotipo | Poblacion de | Referencia
o alelo estudio

Correlacién CAD Individuos con Pacientes con [19]
genotipo- genotipo CC CAD nativos

expresion presentan niveles de Sudafrica

elevados de miR-
1462

Estudio de Asma Genotipos G/G y G/C | Pacientes con [22]

asociacion asociados a asma de
hiperrespuesta Corea del Sur
bronquial a
metacolina

Estudio de AT Genotipo GG y alelo | Pacientes de [23]

asociacion G asociado a riesgo Turquia
para AT

Estudio de Cancer Genotipos GG/GC Pacientes de [24]
asociacion gastrico asociados a riesgo China
Correlacion Cancer Aumento en la Pacientes con [18]

genotipo- gastrico | expresion de UHRF1 cancer

expresion con el genotipo CC gastrico de

Iran

CAD: Enfermedad Arterial Coronaria, AT: Ateroesclerosis

En un estudio previo se observé que en pacientes con LES pediatrico (LESp)

mexicanos, la presencia del alelo C aumenta los niveles de la forma madura y

precursora de miR-146a, siendo mayor el aumento en individuos heterocigotos 271,
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Sin embargo, aun no se ha evaluado el efecto del polimorfismo en la expresién y

funcién de miR-146a en individuos sanos potadores de este SNP.

1.5 rs2431697

Por otro lado, el rs2431697 consiste en una sustitucion de una citosina por una
timina. Este polimorfismo se localiza en la region promotora de MIR-146a, en la

region intergénica entre el gen PTTG1y MIR-146a (Figura 5).

Este polimorfismo se ha asociado principalmente a LES. En un meta-analisis se
obtuvo una razén de momios de riesgo (OR= 1.26) para LES, mientras que para
otras enfermedades autoinmunes su efecto no fue significativo [3%. En otro estudio
realizado por Logfren y colegas ¢! este polimorfismo se asocié a LES en poblacion
europea, mientras que en un meta-analisis posterior se replicd este resultado y
ademas se encontré que la presencia del alelo T incrementa la susceptibilidad a
LES 8. Otro estudio en poblaciéon China, indica que la presencia del alelo T

incrementa el riesgo para enfermedad arterial coronaria (Tabla 3).
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Tabla 3. Estudios realizados sobre el SNP rs2431697. En la tabla se muestran

estudios relevantes realizados para este polimorfismo.

incrementado a LES
(OR=1.461)

Estudio Patologia Asociacién Poblacion de | Referencia
estudio
Meta-analisis LES Asociacion a un Varias [30]
incremento de riesgo a | poblaciones
LES (OR=1.26)
Meta- LES Asociacion a LES Varias [28]
analisis (OR=1.24) poblaciones
Correlacion LES Alelo de riesgo T Europea [16]
correlaciona con baja
regulacion de miR-
1462
Estudio de CAD Alelo de riesgo T China [31]
asociaciéon aumenta riesgo para
CAD
Meta-analisis LES Asociacion a un riesgo | China central [34]

CAD: Enfermedad Arterial Coronaria, LES: Lupus Eritematoso Sistémico

Referente a estudios de correlacion para este SNP, no se han encontrado

antecedentes recientes, sin embargo, en el laboratorio ha sido evaluado en

pacientes con LESp mediante un estudio de asociacién en el cual no se ha asociado

a la enfermedad. A su vez se realizé un estudio de correlacién genotipo-expresion

que indica que la presencia del alelo T ocasiona un aumento en la expresion de

todos los estadios de maduracion de miR-146a, obteniendo los mayores niveles en

los individuos homocigotos con genotipo TT y finalmente mostrando que este

polimorfismo se encuentra en un enhancer y no en una region promotora debido a

las marcas especificas y elementos que fueron encontrados en esa region genémica
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mediante una prediccion de sitios de union a factores de transcripcion realizada con
las herramientas bioinformaticas ENCODE y PROMO ®4.  Teniendo estos
antecedentes seria preciso evaluar el efecto del SNP en miR-146a en individuos

sanos.
Il. Justificacion

El estudio de variantes genéticas en genes reguladores como son los miRNAs
proporciona no solamente informacién valiosa acerca de la susceptibilidad genética,
sino que también acerca de un posible cambio en la funcién del miRNA y sus formas

precursoras, asi como de la regulacion de sus ARNm blancos.

El miRNA miR-146a es un regulador maestro de la respuesta inmune innata, por lo
que el estudio de los SNPs rs2910164 y rs2431697, localizados en la secuencia del
pre-miR-146a y en la region promotora de miR-146a, respectivamente, podrian

jugar un papel relevante en el procesamiento y funcion de este miRNA.

Ambos SNPs no se asocian a LESp en la poblacion mexicana, sin embargo, aun no
se ha evaluado el efecto funcional de estos polimorfismos en individuos sanos para

conocer si tiene algun efecto en la respuesta inmune.

lll. Objetivos
lll.1 Objetivo general

= Evaluar la correlacién de los SNP rs2910164 y rs2431697 localizados en el
gen MIR-146a con la expresién, el proceso de maduracién y la funcion de
este miRNA.

lll.2 Objetivos especificos

» Genotipificar los polimorfismos rs2910164 y rs2431697 y calcular las
frecuencias alélicas y genotipicas en individuos sanos.

= Evaluar la expresion de pri-miR-146a, pre-miR-146a, miR-146a, miR-146a*,
miR-3142 y de los ARNm blancos IRAK1 y TRAFG.
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= Correlacionar el genotipo de cada uno de los SNPs con la expresién del
miRNA y sus distintas formas, asi como de IRAK1 y TRAFG6, para evaluar el

efecto de las variantes en la funcidén de miR-146a.
IV. Materiales y Métodos
> Poblacion de estudio

En este estudio se incluyeron personas voluntarias, a las cuales se les aplicé un
cuestionario para evaluar su estado de salud. Se cuenta con el consentimiento
informado de todos los participantes. El estudio conté con la autorizacion de los

comités de ética, bioseguridad e investigacion de la institucion.
= Criterios de inclusion

Se incluyeron individuos sanos mayores de 18 afos, que las ultimas dos
generaciones de su familia hubieran nacido en México y que aceptaran firmar el

consentimiento informado.
= Criterios de exclusion

Individuos que presenten o refieran antecedentes de enfermedades autoinmunes,
cronico concomitante o que estuvieran bajo algun tratamiento hormonal (mediante

la aplicacion de un cuestionario).
= Criterios de eliminacion

Se considerd cuando la muestra no contara con la calidad deseada de acidos
nucléicos, que fuera insuficiente o la ocurrencia de problemas técnicos. También se

considerd cuando el voluntario decidiera salir del estudio.

» Extraccién de ADN
Se llevo a cabo a partir de 5mL de sangre periférica empleando el estuche comercial
Puregen Blood Core Kit C (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del fabricante. En
breve, se adiciono solucion de lisis de globulos rojos a la muestra y se centrifugo a
3500 rpm durante 15 minutos. Se desechd el sobrenadante y se agregé solucién de

lisis de células blancas. Posteriormente se adiciond solucion de precipitacion de
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proteinas y se centrifugd a 3500 rpm durante 7 minutos. Se recuper6 el
sobrenadante en un nuevo tubo y se adicion6 isopropanol en una relacién 1:1, se
agitd por inversion y se centrifugdé a 3500 rpm durante 10 minutos para obtener el
botdén de ADN. El botén se lavé con etanol al 70% y se centrifugd a 3500 rpm durante
5 minutos y se desecho el sobrenadante. Se dejé secando el botén de ADN toda la
noche y posteriormente se resuspendioé en 400uL de amortiguador de hidratacién.
Finalmente, se determind su concentracién utilizando el espectrofotdmetro
Nanodrop (ND-1000). Se consideraron valores de absorbancia 260/280 dentro de
1.7y 1.9.

» Genotipificacion

Para la genotipificacion se utilizaron para cada reaccion 25ng de ADN gendémico,
2.5ul de TagMan Universal PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems), 0.125ul de la
sonda TagMan para genotipificacion (40X) correspondiente para los SNP
estudiados rs2431697 (C__ 26693319 _10) y rs2910164 (C__15946974 10)
(Thermo Fisher Scientific) y 0.375ul de agua libre de nucleasas. Este ensayo se
realizé en el equipo QuantStudio3 (Applied Biosystems) utilizando el siguiente

programa.

i 85°C 1| 95°C i

80°C 1| B0°C
imin  [/| 30seg

.
EASER: | 3 FASE 3 !
FASE 1 . 45 CICLOS s RASE:K

10min | | 15seg
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> Extraccién de ARN

A partir de 5mL de sangre periférica, se obtuvieron las células mononucleares
(CMN) por gradiente de densidad utilizando ficoll (Stemcell Techonologies), para
ello se agregaron 6mL de ficoll a un tubo de 15mL, al cual se le anadié sangre diluida
1:3 con PBS 1x, finalmente se centrifugd la muestra a 1500 rpm durante 20 minutos
sin freno. Se recuperd el anillo de células formado y se lavé con PBS 1x, se
centrifugaron las células a 1500rpm, 10minutos para formar un pellet, se desecho
el sobrenadante y se agregd 1mL TRIzol (Thermo Scientific). Se adicionaron 200uL
de cloroformo, se mezclé por inversion y se incub6é durante 5 minutos.
Posteriormente, se centrifugé a 13000 rpm durante 15 minutos, se transfirio la fase
acuosa a un nuevo tubo. Se agregaron 700uL de isopropanol para la precipitacion
del ARN y se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos y se desechd el
sobrenadante. Se adiciond 1mL de etanol y se centrifugd a 13000 rpm durante 5
minutos, se elimind el sobrenadante y se dejo secar el botdn para su posterior
rehidratacion en 20uL de agua libre de nucleasas y su cuantificacién en Nanodrop
(ND-1000). Se consideraron valores de absorbancia 260/280 dentro de 1.9-2.0.

» Sintesis de ADN complementario (cDNA)
» RT-PCR para miRNAs
Para la sintesis de cDNA se utilizo el estuche comercial miR-X (Clontech), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Para cada reaccién se utilizaron: 200ng de
ARN, 1.25uL enzima y 6.25uL del buffer correspondiente. La reaccion se llevd a
cabo en un termociclador (AB, Applied Biosystems), utilizando el siguiente
programa: 60min a 37°C y posteriormente 5min a 85°C. La reaccién se llevé a un
volumen final de 100uL con agua libre de nucleasas.
> RT-PCR para ARN mensajeros (ARNm)
Para la sintesis de cDNA de mRNAs se utilizd el estuche comercial Reverse
Transcription Reagents (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para cada reaccion se utilizaron: 500ng de ARN (3.35ul), 1ul de 10X RT
Buffer, 2.2ul de MgCl2, 2ul de dNTPs, 1ul de OligodT, 0.2ul de RNAse inhibitor y

0.25ul de enzima Reverse Transcriptase. Para llevar a cabo la reaccion se utilizé un
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termociclador (AB, Applied Biosystems), utilizando el siguiente programa: 25°C por
10min, 48°C por 30min y 95°C por 5 min.

» PCR en tiempo real (qQPCR).
Los ensayos del PCR en tiempo real (qQPCR) se realizaron utilizando SYBR Green
2x gPCR MasterMix (Thermo Scientific). Se utilizaron 2 tipos de cDNA ya sea
perteneciente a miRNAs o a ARNm dependiendo el ensayo de expresion que se
realizd: evaluar los diferentes estadios de maduracion del miRNA o los ARNm
blancos del miRNA. Los oligonucleétidos utilizados para la expresion de los
diferentes estadios de maduracién de miR-146a son los siguientes: miR-146a Fw
(5"- TGA GAA CTG AAT TCC ATG GGT T-3), pre-miR-146a Fw (5-CCG ATG TGT
ATC CTC AGC TT-3") y pre-miR-146a Rv (5'-ACG ATG ACA GAG ATA TCC CA-
3"), pri-miR-146a Fw (5"-TTA GGA GCT CGC TGG CTG GGA CA-3) y pri-miR-146a
Rv (5"-CAG GAT CTACTC TCT CCA GGT CCT CA-3), miR-146a* Fw (5°-CCT CTG
AAA TTC AGT TCT TCA G-3") y miR-3142 Fw (5'- AAG GCC TTT CTG AAC CTT
CAG A-3). Como gen de referencia se utilizé el ARN pequeio U6, utilizando los
oligonucledtidos que contiene el estuche comercial Mir-X miRNA First-Strand
Synthesis (Clontech Laboratories). Por otra parte, los oligonucledtidos utilizados
para los ensayos de expresion de mensajeros se muestran a continuacion: IRAK1
Fw (5-TGG ACT TTG CTG GCT ACT GTG CTC-3’) e IRAK1 Rv (5-GCT GGG GCT
GTC CTG ATG TAG AAA-3’), TRAF6 Fw (5-CCA GCG TCC CTT CCA AAA A-3")
y TRAF6 Rv (5°- ATT AGG CAT CTG TTC TCT GA-3"). Se utilizaron 120ng de cDNA
para la expresion de miRNAs y 500ng para la expresion de ARNm. Cada muestra
se realizo por triplicado. Todos los ensayos se llevaron a cabo en el termociclador
QuantStudio3 (Applied Biosystems) utilizando el siguiente programa de

termociclaje:
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> Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis ANOVA de 1 via no paramétrica para comparar entre los
distintos resultados obtenidos de la correlacion genotipo-expresion y con ello saber
si la diferencia entre los grupos es significativa o no. Se utilizé el programa
GraphPad Prism 7 8l se considerd que los resultados eran significativos si el valor
de P<0.05.

V. Resultados

V.1 Genotipificacion de los SNPs rs2910164 y rs2431697

Se obtuvieron las frecuencias genotipicas y alélicas para ambos polimorfismos
rs291064 y 2431697. Para el polimorfismo rs2910164 se obtuvo una mayor
frecuencia de individuos homocigotos para el alelo mayor GG (58%), mientras que
se obtuvo una frecuencia del genotipo GC de 37% y de 0.5% para el genotipo CC.
Esta distribucion concuerda con la distribucién de las frecuencias obtenida
previamente en estudios anteriores realizados en el laboratorio en una muestra de
414 individuos controles. A su vez las frecuencias alélicas muestran una frecuencia

en la poblacién de 0.77 para el alelo G y 0.23 para C (Figura7).
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Frecuencias alélicas y genotipicas para rs2910164

BGG mGC mCC mG = C

02 _on

0,32
0,77
0,68
Frecuencia genotipica Frecuencia alélica Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
reportada reportada

Figura 7. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo rs2910164. Valores de
frecuencias obtenidas de nuestra poblacién de estudio, donde tenemos un total de 41 individuos
controles estudiados. Por otra parte, la poblacién del estudio previo es de 414 individuos 271,

Con respecto al SNP rs2431697, se obtuvieron las siguientes frecuencias
genotipicas: homocigotos CC de 41%, heterocigotos CT 49% y homocigotos TT
10%. Esta distribucién genotipica concuerda en proporciones con la reportada al
igual que el anterior SNP con un estudio previo realizado en el laboratorio en una
muestra de 436 individuos controles. Por otra parte, las frecuencias alélicas fueron

de 66% para el alelo mayor C y de 34% para el alelo menor T (Figura 8).
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Frecuencias alélicas y genotipicas para rs2431697

mCC mCT mTT mC =T

0,22
0,34
0,48
0,66
0,52
Frecuencia genotipica Frecuencia alélica Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
reportada reportada

Figura8. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo rs2431697. Valores
de frecuencias obtenidas para el segundo SNP de estudio en nuestra poblacion de estudio.
Nuestra poblacién de estudio es de 51 individuos, en contra de 436 individuos utilizados en
el estudio previo. 44

V.2 Analisis de correlacion genotipo-expresion

V.2.1 Analisis de correlacidon genotipo-expresion entre rs2910164 y miR-

146a
Para determinar el efecto de cada uno de los miRNSPs sobre la expresion y funcion
de miR-1464a, se realiz6 la correlacion genotipo-expresion de ambos polimorfismos
con el intermediario pre-miR-146a y la forma madura de miR-146a. En el caso de la
correlaciéon del SNP rs2910164 mostrada en la (Figura 9), observamos que la
presencia del alelo menor C, ocasiona una disminucion en los niveles de pre-miR-
146a y miR-146a maduro, siendo la expresion en los individuos con genotipo CC la
mas baja. Sin embargo, solo en la correlacion de miR-146a maduro las diferencias
entre los individuos GG con los otros 2 grupos son significativas, teniendo un valor
de p<0.05 entre los dos grupos homocigotos y p<0.001 entre los individuos GG vs
GC.
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Figura 9. Correlacion genotipo-expresion del polimorfismo rs2910164 con la forma madura y
precursora de miR-146a. En estos graficos podemos observar el efecto del SNP rs2910164 sobre
los niveles de la forma precursora y madura de miR-146a en los individuos con los 3 posibles
genotipos (GG, GC y CC). Grafico A observamos una disminucién en los niveles del pre-miR-146a
en los individuos con el alelo C y el grafico B muestra los niveles de miRNA maduro los cuales
disminuyen igualmente en los portadores del alelo C. **=p<0.001 *=p<0.05 NS= No significativo.

V.2.2. Andlisis de correlacion genotipo-expresion entre rs2910164 y
TRAF6/IRAK1

Posteriormente, se realizo la correlacion de la expresion de los ARNm blanco IRAK1
y TRAF6 con los genotipos del rs2910164, observandose que el alelo menor C
ocasiona una tendencia al aumento en los niveles de sus ARNm blanco, que
coincide con la disminucién de miRNA maduro en los indivuduos portadores de este
alelo, aunque el efecto es poco visible en la correlacion para IRAK1, sin embargo,
es notable el aumento en TRAF6 comparando los niveles de los individuos GG vs

los individuos CC incluyendo su valor de p<0.05 (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del polimorfismo rs2910164 sobre la regulacién de IRAK1 y TRAF®6. En las
graficas se muestra el efecto de los genotipos en la expresion de TRAF6 e IRAK1. A. Se puede
observar en éste grafico que la presencia del alelo menor C ocasiona una tendencia al aumento en
la expresion de TRAF6 observando el mayor efecto en individuos homocigotos para el alelo menor.
B. En el caso de IRAK1, la presencia del alelo menor C ocasiona un incremento en la expresion del
ARNm blanco de IRAK1, aunque se muestra una disminucion para individuos homocigotos CC.
**=p<0.001 *=p<0.05 NS= No significativo.

V.2.3 Analisis de correlacidon genotipo-expresion entre rs2431697 y miR-
146a

Debido a que el SNP rs2431697 se encuentra potencialmente en la regidn
promotora, especificamente en una region enhancer, se realizo la correlacion de los
genotipos de este SNP con cada uno de los intermediarios en la maduracién de
miR-146a y con miR-3142. En la (Figura 11), se observa una disminucion en los

individuos portadores del alelo menor T, incluyendo la expresién de miR-3142.
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Figura 11. Correlacion genotipo-expresion del polimorfismo rs2431697 con todos los
intermediarios en la maduraciéon de miR-146a y con miR-3142 maduro. En los graficos podemos
observar el efecto que genera el SNP sobre la expresion de miR-146a y sus intermediarios, asi como
de miR-3142 que esta dentro de éste. En los graficos A, B, C y D se aprecia la disminucion en la
expresion en todos los estadios de maduraciéon de miR-146a en los individuos que poseen el alelo
menor T, acentuandose el efecto en los homocigotos TT, en el grafico E observamos la disminucién
en los niveles de miR-3142 que al igual que con miR-146a se presenta en los individuos con alelo T
**=p<0.001 *=p<0.05 NS= No significativo.

Es importante hacer notar que los estadios primario y precursor de miR-146a no son

significativos sus cambios entre los tres genotipos, sin embargo, en los demas
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intermediarios de miR-146a y para miR-3142 los valores de significancia se
encuentran con un valor de p<0.001 (Figura 7). De manera interesante solamente
para las correlaciones de miR-146a* y de miR-3142 su comparacién entre individuos
CT y TT obtuvo valores de p<0.001.

V.2.4 Analisis de correlacion genotipo-expresion entre rs2431697 y
TRAF6/IRAK1

Por otra parte, el efecto del SNP rs2431697 en la expresiéon de IRAK1 es su
disminucién en los individuos con el alelo menor T, ya sean genotipo CT o TT. Estos
niveles entre los individuos con genotipo CT y TT tienen valores parecidos, siendo
ligeramente mayor en los controles heterocigotos y siendo solamente significativa

la diferencia de estos con los individuos con genotipo CC. (Figura 12).

A. rs2431697 TRAF6 B. rs2431697 IRAK1
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cc cT T cc cT T
(n=17) (n=20) (n=4) (n=17) (n=20) (n=4)
TRAF6 IRAK1

Figura 12. Efecto del polimorfismo rs2431697 sobre la regulacion de de los ARNm TRAF6 e
IRAK1. En la figura se muestra el efecto del SNP en la expresion de los ARNm de TRAF6 e IRAK1.
En el gréfico A se muestra un aumento claro en la expresion de TRAF6 en los individuos que poseen
al alelo T, siendo mayor la diferencia si son homocigotos para dicho alelo. Por otra parte en el grafico
B observamos una disminucion en los niveles de IRAK1 en los individuos que presentan el alelo T,
siendo parecidos los valores entre heterocigotos y homocigotos TT.

**=p<0.001 *=p<0.05 NS= No significativo.

Por otra parte, la expresion de TRAF6 se encuentra aumentada en los controles
portadores del alelo T similar a lo ocurrido en la correlacion para rs2910164, pero
cabe resaltar que la correlacion del SNP rs2431697 muestra que en individuos
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heterocigotos la expresion de TRAF6 se encuentra aumentada a diferencia del
rs2910164 en donde se observa un decremento. Aunado a esto los valores
obtenidos del analisis estadistico nos indica que la diferencia entre los individuos
GG es significativa con respecto a los otros dos grupos con valores de p<0.001,
incluyendo la comparacion entre controles CT y CC, lo que implica un efecto aditivo

a la presencia de un alelo o de dos.

VI. Discusion

El estudio de los miRSNPs localizados en el gen de MIR-146a brindan informacion
relevante acerca de la susceptibilidad genética pero también acerca de una
regulacion diferencial de este SNP y sus ARNm blanco entre individuos con distintos
genotipos. En este aspecto, el conocer mas acerca del efecto de estos SNPs en la
regulacion de la respuesta inmune innata, puede ayudarnos a entender patologias
como las autoinmunes. La determinacion de los genotipos en la poblacién de
estudio devel6 que para el SNP rs2910164 las frecuencias genotipicas previamente
identificadas son GG: 48%, GC: 40% y CC: 13%[?"l que se comparan con las
obtenidas en este estudio, GG: 58%, GC: 37% y CC: 5%. Por otro lado, para el
rs2431697 las frecuencias genotipicas que se reportaron previamente son CC: 27%,
CT: 51% y TT:22%*4 vs las obtenidas de CC: 41%, CT: 49% y TT: 10% (Figuras 7
y 8). Como se observa en la genotipificacion de nuestros individuos controles
encontramos que las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas para ambos SNPs
presentan una tendencia similar en la distribucién de los alelos. Cabe sefialar que

las diferencias se deben al tamafio de la muestra que se genotipificé en este trabajo.

Con el fin de conocer el efecto que los MIRSNPs rs2910164 y rs2431697 sobre la
expresion y funcion del miRNA miR-146a, se realiz6 un estudio de correlacion
genotipo-expresion de miR-146a. Como se menciond anteriormente, el rs2910164,
al localizarse en la secuencia que forma parte del precursor de miR-146a, podria
tener un efecto en el procesamiento de dicho intermediario para generar el miRNA
maduro. Al realizar la correlacion genotipo/expresion para el SNP rs2910164, se

observd un efecto del alelo C ocasionando un aumento tanto en los niveles del
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precursor como de la forma madura en los individuos portadores de dicho alelo,
observandose una disminucion de forma considerable en los individuos
homocigotos para el genotipo CC. Un modelo previamente mencionado en otro
estudio ?1 nos indica que la presencia del SNP ocasiona inestabilidad en la
estructura tallo-asa debido a la falta de complementariedad de bases (Figura 6), al
generarse esta burbuja en la estructura puede impedir la correcta maduracién del
precursor debido a su posicion y a su cercania con el sitio de corte de Dicer para

generar el miRNA maduro y con ello derivar en su degradacion.

Por otra parte, el rs2431697 se localiza en la regidn promotora de MIR-146a, por lo
que este SNP podria tener un efecto potencial en la transcripcion de este. La
correlacion del SNP rs2431697 muestra una disminuicion en los niveles de todos
los intermediarios de la maduracion de miR-146a incluyendo a miR-3142 maduro
en los individuos que poseen el alelo T, acentuandose en los homocigotos para
dicho alelo (Figura11). Esto concuerda con lo reportado en poblacion europea por
Logfren '8l que muestra una disminucion al igual en todos los estadios de
maduracion de miR-146a en su poblacién control. Cierta tendencia también es
mencionada en un estudio previo realizado en el laboratorio 4, sin embargo, los
resultados obtenidos en dicho estudio muestran un aumento en la expresién de miR-
146a, pero en poblacion pediatrica con LES. Esto hace pensar en un mecanismo
diferente de alteracion en la expresion de miR-146a que predomina en individuos
controles. Se han propuesto varios modelos referentes al posible mecanismo
mediante el cual el SNP afecta la expresion, los que tienen mayor fuerza son
indicativos que el SNP rs2431697 se encuentre en una region de sitio de union para
factores de transcripcion, con ello afectando la interaccion y unién con estos.
Mediante el uso de bases de datos tal como son ENCODE y PROMO se ha
encontrado que la region donde se encuentra este SNP es un sitio de union a
factores de transcripcion como los son NF-KB, PAX5 y MAX, a su vez en este
segmento se encontraron marcas epigenéticas como son H3K4me3 (trimetilacion
de la lisina 4 de la histona 3) que se encuentra enriquecida en la region, H3K4me1
(metilacidn de la lisina 4 en la histona 3), la cual es ausente en el sitio que se localiza

el SNP, H2K27ac (acetilacién de la lisina 27 en la histona 2), un sitio de
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hipersensibilidad a DNAasa | y finalmente un posible enhancer en esta region [161144],
Estos elementos nos permiten fundamentar la teoria que debido a la localizacion
del SNP, este afecta directamente un sitio regulador de la transcripcién de MIR-
146a ocasionando alteraciones en su expresion, dado que el SNP altera la
secuencia, este sitio enhancer puede ver alterada su interaccién con factores de
transcripcion afines a él variando la union con dichas proteinas y con ello afectando
la transcripcion de miR-146a, sin embargo, aun falta especificar cual es el
mecanismo preciso por el cual actua. En otro estudio se ha descrito el efecto de otro
SNP cercano a los dos estudiados en el presente trabajo, el rs57095329 (A/G)
(Figura 5). En este trabajo evaluan el efecto que puede tener el alelo G en la union
del factor de transcripcion ETS-1, en el cual encuentran que pese a no ser total la
falta de interaccion con el factor, si altera la afinidad por él la presencia de dicho
alelo y por ende volviendolo menos eficaz en la regulacion de la expresion de miR-
146a 331,

Seria conveniente realizar una metodologia similiar aplicada al SNP rs2431697,

para conocer mas sobre su papel en la regulacion de este importante miRNA.

Una vez analizado el efecto que pueden tener ambos SNPs en la expresién de miR-
146a, se dispuso a elucidar el efecto que pueden tener sobre la funcion de éste
mediante la realizacién de ensayos de expresion para dos ARNm blanco de miR-
146a, IRAK1y TRAF®6.

La correlacién genotipo expresion del SNP rs2910164 con TRAF6 (Figura10)
muestra que los individuos homocigotos CC aumenta drasticamente la expresion,
pese a la disminucion no significativa en los controles heterocigotos, la tendencia al
aumento en la expresion de TRAF6 coincide en otros estudios [2'26119 en |os cuales
se informa que la presencia del alelo C del SNP rs2910164 disminuye la expresion
de miR-146a en individuos controles, afectando su funcién reguladora sobre sus
ARNm blancos, entre ellos TRAF6, con lo cual aumentan los niveles de dicho
mensajero. Por otra parte, la correlacion de IRAK1 con rs2910164 muestra una
tendencia al aumento en la expresion en los individuos heterocigotos, lo cual

concuerda con la disminucion de miR-146a para los mismos individuos, sin
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embargo, en los homocigotos CC la expresion se encuentra en niveles muy bajos y
las diferencias en los niveles no son signifcativas. En un estudio similar realizado
para CAD, se encontro que la expresion de IRAK1 en los heterocigotos GC y en los
homocigotos CC era menor que la expresion de los individuos GG, sin embargo, de
las poblaciones con el alelo C la que presento mayor expresion de IRAK1 fueron los
homocigotos CC!'9l. Estas diferencias en los resultados pueden ser debidas a los

tamanos de la poblacién estudiada y a las diferentes poblaciones utilizadas.

A su vez, en la correlacion realizada para el SNP rs2431697 con TRAF6 (Figura12)
se encontré que la presencia del alelo T ocasiona un aumento en la expresion,
siendo la expresion mayor en los controles con genotipo TT, lo cual concuerda con
la disminucion de miR-146a de la cual se habldé anteriormente, afnadiendo a esto
estan los valores de p que en todas la comparaciones de esta correlacién fueron

significativos.

Finalmente, la correlacién genotipo expresion para IRAK1 nos muestra un resultado
diferente al obtenido en TRAF6, donde se observa que los individuos con el alelo T
disminuye la expresion de IRAK1, teniendo niveles similares entre los heterocigotos
y los homocigotos a dicho alelo. Con respecto a este SNP no se habian realizado
estudios de correlacion con los mensajeros blanco de miR-146a, por ende una via
diferente a la establecida de sobreexpresion de los mensajeros por disminucion de
miR-146a no se ha planteado. El aumento de la poblacién de estudio seria una
manera de confirmar los resultados obtenidos y en dado caso intentar proponer una
via mediante la cual pese a la disminucion de miR-146a, la regulacién sobre IRAK1
se incrementa dando como resultado una disminucion en sus niveles. Pese a esto
partiendo de la premisa de que los niveles de expresién de TRAF6 aumentan y
considerando la posibilidad de que también lo hagan otros blancos involucrados en
la misma via como son IRF5 y STAT1 , las consecuencias sobre la respuesta
inmune innata mediada por IFN-I serian a considerar. Al estar alterada esta via en
3 puntos debido al incremento en los niveles de ARNm de TRAF6, IRF5 y STAT1,
ocasionaria que haya mayor cantidad de estas proteinas, o que ocasionaria a su

vez un aumento en la respuesta inmune innata que pese a ser util en la defensa
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ante patégenos haciendola mas rapida y eficiente por la generacién de un ambiente
pro-inflamatorio en las que se generarian grandes cantidades de citocinas,
interleucinas y otros compuestos como los son ROS (por sus siglas en inglés:
Reactive Oxigen Species) por el componente celular del sistema inmune. Sin
embargo, una constante produccion de IFN-I generaria una respuesta inmune
constante, que incluye la activacion de linfocitos B, generacién de anticuerpos,
activacién de linfocitos citotoxicos y el mantenimiento de el estado proinflamatorio
que al final aunado a lo anterior ocasionaria dafio celular, provocando la apopotosis
de células que fueron danadas en este proceso que pese a ser un mecanismo
homeostatico, liberaria el contenido celular que terminara por generar antigenos
propios y con el estado inflamatorio que se encuentra, tendria como consecuencia

la generacion de una autoinmunidad.

Este posible mecanismo por el cual se puede generar una autoinmunidad, debido a
desregulacion en la respuesta inmune ocasionada por una alteracion en los niveles
de algunos componentes implicados en la via de IFN-I es de hacer notar, puesto
que detalla la importancia de estos miRNA reguladores, como lo es miR-146a y su
papel fundamental en la regulacién de la expresién de estos mensajeros, que pese
a no ser un factor de riesgo para estas enfermedades, si debe jugar un papel

importante en la etiopatologia de las enfermedades autoinmunes.
VII. Conclusiones

e En la muestra de individuos controles estudiada las frecuencias alélicas y
genotipicas obtenidas de los SNPs rs2910164 y rs2431697 presentan una

tendencia similar a las previamente reportadas en la poblacion mexicana.

e Los individuos con el alelo menor C del SNP rs2910164 presentan una
disminucion en los niveles de miR-146a y su precursor, sugiriendo un efecto
del SNP en el procesamiento del precursor y con ello alterando la produccion
del miRNA maduro.

e Los individuos portadores del alelo menor T del SNP rs2431697 muestran

una disminucion de todos los intermediarios en la maduracion de miR-146a,
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asi como de miR-3142, probablemente ocasionado por una alteracién en la

funcién de la regidn enhancer en la que se encuentra este SNP.

En la correlacion genotipo-expresion de los SNPs rs2431697 y rs2910164
con TRAFG6 se observa un aumento en la expresion de dicho mensajero en
los individuos que portan los alelos menores de los SNPs, ocasionado
posiblemente por la falta de regulacion de miR-146a debido a sus bajos

niveles de expresion en estos individuos.
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