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Resumen

El lupus eritematoso sistémico (LES), es una enfermedad autoinmune que afecta entre 20
y 200 personas por cada 100,000 habitantes a nivel mundial, es decir que entre 0.02- 0.2%
de habitantes padecen de la enfermedad. En México, la incidencia del LES es del 0.06%, y
de manera similar a otras poblaciones no europeas, la enfermedad se presenta con
manifestaciones clinicas mas agresivas, una edad de inicio mas temprana y una mayor

frecuencia de periodos de actividad de la enfermedad.

Esta enfermedad se caracteriza por causar dafio en diferentes 6rganos y tejidos debido
principalmente a un conjunto de procesos entre los que se encuentran la produccion de
anticuerpos antinucleares y formacion de depdsitos de complejos inmunes, que conducen
a una respuesta inflamatoria exacerbada. Los factores que intervienen en el desarrollo del
LES son ambientales (como solventes, pesticidas, hormonas, infecciones, y la composicion
del microbioma del individuo) y genéticos. Los factores genéticos son una parte importante
del desarrollo del LES, donde se ha observado que la historia familiar de esta enfermedad
incrementa drasticamente el riesgo a padecerla. Adicionalmente, se ha estimado que la
heredabilidad del LES es del 66% y hasta la fecha, se han identificado mas de 90 loci en el
genoma nuclear que estan asociados a la susceptibilidad para desarrollar LES, la mayoria

en genes del HLA y otros del sistema inmune.

La etiopatogenia del LES no esta del todo esclarecida, pero se han descrito multiples vias
del sistema inmune involucradas en su desarrollo, como la sefializacion por medio de
receptores tipo toll (TLR), la via de los interferones tipo | (IFN), defectos en la depuracion
de complejos inmunes y la apoptosis por mencionar algunas. Por otra parte, estudios
recientes, apuntan a que la mitocondria juega un papel central en la patogénesis de la
enfermedad, a través de defectos en su funcionamiento, como el aumento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), incremento del potencial transmembranal,

reduccion en la generacion de ATP y aumento de la masa mitocondrial.

La mitocondria cuenta con su propio genoma (ADNmt), y se ha descrito que las moléculas
de ADNmt por si solas son consideradas como DAMP (Patrones Moleculares Asociados a
Dafios) en casos donde quedan expuestas al sistema inmune, contribuyendo al desarrollo
de autoinmunidad. Existen estudios que ligan algunos polimorfismos del ADNmt a un riesgo

incrementado a padecer lupus, localizados en los genes mitocondriales ATP6, ND3 y ND5,
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ademas de la region control del ADNmt. Sin embargo, estos estudios estan hechos en
poblaciones de origen caucasico, con una compaosicion genética muy distinta a la poblacion

mestiza que compone mas del 90% de los habitantes de México.

Considerando lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue identificar variantes en el
genoma mitocondrial asociadas a la susceptibilidad a lupus eritematoso sistémico en la
poblacién pediatrica mexicana. Para esto se realizé un estudio de asociacion de casos y
controles, incluyendo casos con diagnostico de LES pediatrico y controles sanos para
determinar la existencia de variantes asociadas a LES, ademas de verificar la ancestria de

la poblacién e identificar los haplogrupos mitocondriales de la misma.

Los resultados del estudio de asociacion del genoma mitocondrial dieron como resultado el
hallazgo de una variante, rs28358578, asociada de manera significativa a LES (p=
0.007697), presentando un efecto protector contra la enfermedad (OR= 0.1324). Este SNP
se encuentra localizado dentro de la secuencia que codifica para el ARN ribosomal 16S,
MT-RNR2, y mas especificamente forma parte de una secuencia no codificante en un

transcrito no codificante.

De manera significativa, la rs28358578 se encuentra en una proporciéon mas alta en la
poblacion mexicana (0.188) en comparacion con cualquier poblacion de referencia
consultada, por lo que se puede considerar como una variante enriquecida en la poblacion

mexicana.

Al no encontrarse dentro de la secuencia de algun péptido con accién en las vias
involucradas en la patogénesis del lupus, no esté claro de qué manera este SNP ejerce su
efecto protector contra lupus. Queda entonces, determinar tanto si es esta la variante causal
(o si estd asociada a una variante causal por desequilibrio de ligamiento) como el
mecanismo de accion de esta variante mitocondrial, con el fin de entender completamente

la patogenia del LES.



Marco Teorico

1. Lupus Eritematoso Sistémico
1.1. Definicidon

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad cronica autoinmune, caracterizada
por la produccion de anticuerpos antinucleares (AAN), desregulacion de la respuesta
inflamatoria, afectacién de mdltiples sistemas de 6rganos y una amplia heterogeneidad
clinica (Ghodke-Puranik & Niewolld, 2015).

El curso de la enfermedad es variable debido a que no se desarrolla de manera lineal, sino
que tiene periodos de actividad y periodos de remision, los que llevan al dafio sistémico.
Estos ciclos de la enfermedad pueden incluir manifestaciones clinicas como artritis,
erupciones, serositis, citopenias, enfermedad renal, y otras manifestaciones de tipo
neurolégico y psiquidtrico (Agmon-Levin etal., 2012), como meningitis, sindrome
desmielinizante, migrafias, coreas, psicosis, desorden de ansiedad, miastenia gravis, entre
otras (Jafri et al., 2017).

El dafio que produce el lupus se define como la consecuencia irreversible de las
manifestaciones de la enfermedad, o del tratamiento usado para combatirlas (Gonzalez
et al., 2013). Este dafio crénico se puede medir con la puntuacién SDI (The Systemic Lupus
International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology Damage Index/El
indice de dafio sistémico de SLICC/ACR); donde se define la cronicidad con duracion de la
manifestacion de por lo menos seis meses (Romero-Diaz et al., 2011). Este dafio incluye
dafo renal, tegumentario, ocular, musculoesquelético, ademas de malignidad y diabetes
(Gonzélez et al., 2013).

Debido a la diversidad de presentaciones del Lupus, existe debate sobre si es
verdaderamente una enfermedad con muchas manifestaciones clinicas o si es un conjunto

de enfermedades agrupadas bajo el nombre comuan de Lupus (Agmon-Levin et al., 2012).
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1.2. Ciriterios de Clasificacion

Existen criterios de clasificacion de la enfermedad establecidos por dos grupos distintos, el

American College of Rheumatology (ACR) y el Systemic Lupus International Collaborating

Clinics (SLICC) (Lisnevskaia et al., 2014). Los criterios del ACR se establecieron por
primera vez en 1971, siendo actualizados en 1982 y 1997 (Yu & Chang, 2014). En 2012,

después de ocho afios de esfuerzos colaborativos, SLICC publicd nuevos criterios para la

clasificacion del Lupus (Petri et al., 2012). Una comparacion entre ambos grupos de criterios

se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Comparacién entre los criterios de clasificacién del Lupus Eritematoso Sistémico de ACR
(1997) y SLICC (2012). Adaptada de (Yu & Chang, 2014) y (Fortuna & Brennan, 2013).

Criterios ACR (1997)

Criterios SLICC (2012)

Manifestaciones

cutaneas

e Erupcion malar
e Erupcion discoide
e Fotosensibilidad

e Ulceras bucales

e Lupus cutaneo agudo o
subagudo

e Lupus cuténeo crénico

e Alopecia no cicatrizal

e Ulceras  bucales o

nasales

Articulaciones

Artritis no erosiva en por lo menos

dos articulaciones periféricas
(con dolor, sensibilidad o
hinchazén)

Sinovitis en al menos dos
articulaciones periféricas (con
dolor, sensibilidad, hinchazon, o
rigidez matutina de al menos 30

minutos)

Serositis

Serositis con cualquiera de los
siguientes:
e Historia convincente de
dolor pleural

e Roce pleural

Serositis con cualquiera de los
siguientes:
e Pleuritis
e Pleuresia tipica (més de
un dia)

e Roce pleural
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Evidencia de efusidn
pleural o pericarditis (con

ECG)

Evidencia de efusion
pleural

Pericarditis

Dolor pericardico tipico de
mas de 1 dia
Evidencia de efusion

pericardica

Enfermedad renal con cualquiera

Manifestaciones de los siguientes:

Enfermedad renal con cualquiera

de los siguientes:

Renales e Proteinuria (>0.5¢g/dia) e Cociente
e Cilindros celulares proteina/creatinina 0
(eritrocitos, hemoglobina, Proteinuria (>0.5 g/dia)
granulares, tubulares o e Cilindros de eritrocitos
Mixtos)
Manifestaciones e Epilepsia o psicosis (no e Epilepsia
Neurolégicas causadas por droga o por e Psicosis

errores metabolicos

conocidos)

Mononeuritis multiple
Mielitis

Neuropatia craneal o
periférica
Cerebritis o sindrome

confusional agudo

Enfermedad hematolégica con

cualquiera de lo siguiente:

[ ]
Manifestaciones

Hematolégicas °

Anemia hemolitica con
reticulocitos elevados
Leucopenia (<4 000/mm?3
en por lo menos 2
ocasiones)
Trombocitopenia

000/mm?3)

(<100

Anemia hemolitica
Leucopenia (<4 000/mm?®)
o Linfopenia (1000/mm?3)
de forma separada por lo
menos una vez
Trombocitopenia (<100
000/mm3) por lo menos

unavez
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Inmunolégicas

e Anticuerpos anti-ADNdc,
anti-Sm o antifosfolipidos:

e Anticuerpos

antinucleares: Positivos

Positivos e Anticuerpos anti-ADNdc:

e Anticuerpos Positivos en al menos 2

antinucleares:  Positivos ocasiones (no valido con
ELISA)

Anticuerpos anti-Sm

(en inmunofluorescencia
0 una prueba equivalente) °
e Anticuerpos

antifosfolipidos

(incluyendo
anticoagulante lUpico,
RPR falso positivo,
anticardiolipina, anti-B2
glicoproteina 1)

e Bajos niveles de

complemento (C3, C4 o
CH50)
e Prueba de Coombs
directa en la ausencia de

anemia hemolitica

El paciente debe presentar al El paciente debe presentar al

menos 4 de los 11 criterios de menos 4 de los 17 criterios, por lo

manera acumulable, no menos uno debe ser clinico y uno

necesariamente de manera inmunoldgico o presentar nefritis

simultanea. lGpica probada mediante biopsia
con la presencia de AAN o

anticuerpos anti-ADNdc.

Mientras que los criterios SLICC son més sensibles, los de ACR son mas especificos para
la clasificacion del Lupus. A pesar de que los criterios SLICC buscan ser clinicamente méas
relevantes para el diagnostico (Fortuna & Brennan, 2013), la imperfeccion de sensibilidad y
especificidad de ambos criterios son limitantes para su uso en el diagnéstico clinico, a pesar

de ser ampliamente usados en estudios.
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Debido a la alta variacion de sintomas del lupus, ademas de su caracter ciclico de periodos
de actividad y remisién, se necesitan herramientas para medir el grado de afeccion llpica,
ya sea cuando esta sea tan grave que comprometa la vida del paciente, o cuando sea
practicamente nula. La importancia de estos indices de actividad es el poder establecer
criterios terapéuticos e identificar el dafio progresivo del paciente, para un pronéstico a largo
plazo y un mejor tratamiento (Minifio, 2008). Para este propdsito, existen varios sistemas
de medicion de actividad lapica, de los cuales SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index) es el mas utilizado. Este indice fue brevemente descrito en 1986 y
ha sufrido varias modificaciones: por el grupo SELENA (Safety of Estrogens in Lupus
Erythematosus National Assessment) y mas recientemente, en el 2000 para una version
actualizada llamada SLEDAI-2k (Uribe et al., 2004). Se compone de una lista de la
presencia (o0 ausencia) de 24 sintomas y signos del paciente con lupus, en nueve sistemas
de 6rganos distintos, en el periodo de los diez dias previos a la intervencion médica. Cada
elemento de la lista tiene un puntaje distinto, segun el peso que se le asigne a cada item
(Bombardier et al., 1992).

En México se adaptdé SLEDAI, llamandola MEX-SLEDAI, en afan de reducir los costos que
implican las pruebas de laboratorio en la versién original del indice. Esta es una escala til
y adaptada para su uso clinico en la mayoria de los centros médicos de México para la
medicion de actividad del LES con un alto grado de exactitud (89%), a pesar de presentar
una relativamente baja sensibilidad (58%) (Uribe et al., 2004); en dicha escala, cuando el
puntaje es igual o mayor de siete se considera como LES activo. Esta escala esta validada
en pacientes adultos mexicanos, y hasta el momento no hay una escala validada en
pacientes pediatricos que padecen esta enfermedad en México (Pavon-Sanchez &
Sanchez-Sanchez, 2013).

1.3. Epidemiologia

Actualmente, la incidencia de lupus eritematoso sistémico en el mundo es de 1-10 por cada
100 mil personas, mientras que la prevalencia es de 20-200 por cada 100 mil personas
(Yeoh et al., 2018). Estos numeros han aumentado a través de los afios. En la década de
1970 la prevalencia era de 40 por cada 100 mil personas, hasta llegar a las cifras actuales.
La incidencia de la enfermedad no ha sufrido un incremento tan notorio (Lewis & Jawad,
2016).
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Ademas, la prevalencia e incidencia varian segun la etnia de la poblacion. Existen diversos
estudios que sefialan que esta enfermedad tiene mas prevalencia en poblaciones no
caucasicas, ademas de que estas poblaciones sufren afectaciones mas severas a los
distintos sistemas involucrados (Pons-Estel et al., 2015). De manera general, la poblacién
afrodescendiente tiene mayor incidencia y prevalencia de lupus en comparacién con la

poblacién caucasica.

No solo la prevalencia de la enfermedad varia entre diferentes grupos étnicos, las
manifestaciones clinicas también son distintas entre ellos. El LES suele tener una edad de

inicio mas temprana en poblaciones no caucésicas (Gonzaiez et al., 2013).

Por ejemplo, la poblacibn mexicana presenta una prevalencia de Lupus Eritematoso
Sistémico del 0.06%, ademas de presentar una enfermedad mas severa que poblaciones
europeas, con una edad de inicio menor y una mayor frecuencia de periodos de actividad
de la patologia (Valencia et al., 2017). Considerando solo a mujeres, la prevalencia es de
0.08%, ademas de que algunas regiones presentan una prevalencia mayor al promedio
nacional, como la Ciudad de México (0.09%) y Yucatan (0.07%) (Pelaez-Ballestas et al.,
2011).

El nivel socioeconémico del paciente es otro factor que afecta su prognosis, debido a la
dificultad que causa un nivel socioecondmico bajo para acceder a servicios de salud (Pons-
Estel et al., 2012), sobre todo en paises donde predominan los servicios de salud privados
(Lewis & Jawad, 2016). En general, las minorias en una poblacién suelen tener un estado
socioecondmico bajo, lo que puede hacer que se confundan causas genéticas de

manifestaciones severas de la enfermedad con causas ambientales (Gonzaiez et al., 2013).

Las diferencias entre la presentacion de la enfermedad causadas por el estado
socioecondmico se reflejan también en estudios que comparan pacientes rurales con
pacientes en areas urbanas, donde los Ultimos suelen presentar mayor grado de estudios,
nivel socioecondmico y mejor acceso a servicios sanitarios que los pacientes rurales. En
Latinoamérica, los pacientes de lupus en zonas rurales suelen tener un inicio mas temprano
de la enfermedad, ademas de presentar comorbilidades como hipertension y enfermedad
renal mas frecuentemente. Por otro lado, manifestaciones clinicas como mialgias se

presentan mas en poblacion urbana con lupus (Pons-Estel et al., 2012).

A pesar de que el lupus eritematoso sistémico afecta mas a mujeres en edad feértil que a

hombres (en proporcion de 9:1) (Ghodke-Puranik & Niewolld, 2015), la enfermedad es més
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severa en estos Ultimos, con secuelas mas graves (incluyendo fallo renal, infarto del
miocardio y la muerte), a consecuencia de la diferencia de vias de sefializacion hormonales
en la expresién de la enfermedad (Agmon-Levin etal.,, 2012). Otro indicador de la
importancia de estas vias de sefalizacion es que en el lupus pediatrico y en aquel cuya
edad de inicio es avanzada, la diferencia en la prevalencia segun el género del paciente no

es tan pronunciada (O’Neill & Cervera, 2010).

1.4. Etiopatogenia del Lupus Eritematoso Sistémico

1.4.1. Factores ambientales y genéticos asociados a Lupus Eritematoso
Sistémico

El Lupus Eritematoso Sistémico es una enfermedad compleja, con una presentacion clinica
variable. No se conocen de manera completa aln las causas de la enfermedad, pero
dependiendo de los factores genéticos, ambientales y hormonales involucrados los que
contribuyen a esta variabilidad clinica caracteristica del LES, donde cada uno requerira un

tratamiento distinto (Agmon-Levin et al., 2012).

Al inicio del curso de la enfermedad, los factores genéticos parecen tener una importante
contribucién en los periodos de actividad; a medida que el lupus se desarrolla, son los
factores socioecondmicos, como el grado de acceso a servicios médicos, que comienzan a

jugar un papel mas importante (Gonzaiez et al., 2013).

Las bases genéticas de las enfermedades complejas se pueden explicar en dos hipotesis.
La hipotesis de “Enfermedad Comdun, Variante Comun”, o CDCV, sostiene que las
enfermedades comunes son causadas por variantes genéticas comunes en la poblacion
(frecuencia del alelo menor > 1%), cada una de las cuales tiene un efecto pequefio o
modesto. Mientras tanto, la hipétesis alternativa de enfermedad comun, variante rara
(CDRV) propone que para rasgos complejos existe una heterogeneidad alélica extrema, de
forma que la etiologia de la enfermedad es causada de manera colectiva por multiples
variantes raras con penetrancia moderada o alta. Un analisis de los datos recolectados en
el proyecto HapMap sugieren que es mas probable que sean las variantes raras las que
predisponen a alguna enfermedad en vez de las variantes comunes. A pesar de la evidencia
que apoya a ambas hipétesis, probablemente un modelo mas realista para estas afecciones

complejas es que las variantes funcionales tienen un espectro amplio de frecuencias
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alélicas, que van de raras a comunes incluso dentro del mismo gen susceptible (lyengar &
Elston, 2007; Li & Leal, 2008).

Una historia familiar de lupus eritematoso sistémico u otra enfermedad autoinmune
relacionada incrementa drasticamente el riesgo de padecer de esta patologia (con una
agregacion familiar del 10-20%), por ejemplo, los hermanos de pacientes con lupus tienen
un mayor riesgo relativo de desarrollar la enfermedad (Ghodke-Puranik & Niewolld, 2015),
considerandose una heredabilidad de LES de aproximadamente 66% (Guerra et al., 2012).
Sin embargo, la penetrancia modesta de los factores de riesgo genético (Parks et al., 2017),
y la concordancia del 24-56% y 2-4% en pares de gemelos monocigoticos y dicigoticos,
respectivamente, evidencian que los factores ambientales tienen un papel importante en el
curso de la enfermedad (Guerra et al., 2012; O’Neill & Cervera, 2010; Veldzquez-Cruz et al.,
2012). Existe evidencia que indica que estos factores ambientales son capaces de modificar
la expresion genética de las células T a través de mecanismos epigenéticos como la
metilacién y la modificacion de histonas (Mak & Tay, 2014), lo que resulta en células T
autorreactivas capaces de promover la autoinmunidad, en particular, la hipometilaciéon
anormal de varios genes en las células T CD4+ esta asociada a la autorreactividad de estas

in vitro y a la autoinmunidad in vivo (Sawalha & Richardson, 2006).

Los factores ambientales asociados al inicio de LES incluyen solventes, pesticidas, silice,
contaminacion del aire, luz solar y vitamina D, hormonas, e infecciones y el microbioma del
individuo (Parks et al., 2017). El consumo de anticonceptivos orales durante mas de un afio
puede incrementar dos veces el riesgo de padecer la enfermedad, mientras que el consumo
de isoniazida, alfametildopa o carbamazepina aumenta cinco veces el riesgo de LES
(Zonana-Nacach et al., 2002). La luz ultravioleta (UV-Al y UV-B) es capaz de inducir picos
de actividad en pacientes con LES, ademas de disparar el inicio de la enfermedad. Sin
embargo, este efecto parece ser dependiente de la dosis de luz UV recibida (Mak & Tay,
2014). A pesar de que la luz UV impacta en el grado de actividad de LES, este también se
dispara en pacientes con deficiencia de vitamina D, a pesar de que no se puede afirmar
gue administrar vitamina D para suplementar esta deficiencia disminuye la actividad de LES
(Petri et al., 2013).

La exposicion a algunos agentes quimicos (tanto por su uso cotidiano como por la
exposicion laboral a ellos) esta relacionada a un mayor riesgo a padecer LES. El silice, un
adyuvante, esta asociado como factor de riesgo para LES al inducir la produccién de IL-1y

el factor de necrosis tumoral a (Mak & Tay, 2014). Los bifenilos policlorados y
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dibenzofuranos también estan asociados al desarrollo de esta enfermedad; el mercurio
organico y elemental inducen la formacion de anticuerpos anti-nucleares, mientras que su
forma inorganica y metilada inducen el estrés oxidativo en células T al agotar antioxidantes
con tiol y el glutation, llevando a la produccion de ROS y el incremento de la apoptosis (Mak
& Tay, 2014).

Existen estudios que proponen que el uso de cosméticos como labiales puede incrementar
el riesgo a padecer LES, por los quimicos contenidos: la eosina, un colorante que esta
implicado en la fotosensibilidad y picos de actividad de lupus; el ftalato puede inducir
respuestas de anticuerpos anti-ADN y sindromes similares a LES en ratones. La presencia
de estos componentes en cosméticos que se aplican en los labios pudiera conferir un
potencial Unico de incrementar el riesgo de exposicion a través de la ingestion oral y

proximidad a la mucosa bucal (con una alta capacidad de absorcion) (Wang et al., 2008).

Un estudio realizado en mujeres estadounidenses encontré que el riesgo de LES
incrementa al doble para fumadoras activas, en comparaciéon con mujeres no fumadoras.
Este estudio demostré ademas una reduccion significativa en el riesgo de esta clase de
LES para fumadoras que habian dejado de fumar hacia mas de cinco afios (Barbhaiya
et al., 2018). En un meta-analisis sugirié que el consumo moderado de alcohol provee un
efecto protector significativo contra LES, en pacientes que habian sido tratados para esta
enfermedad menos de diez afios (Wang et al., 2008), a pesar de que es dificil dilucidar el

efecto del alcohol puesto que muchas veces se consume en conjunto con el tabaco.

Otra categoria de factores ambientales que estan asociados a la presentacion de LES son
algunas infecciones bacterianas, parasitarias, fungicas y virales. Existen algunos virus y
bacterias que pueden producir superantigenos que por medio de mecanismos como efectos
adyuvantes y mimetismo molecular inducen la activacién de linfocitos autorreactivos T y B.
Por ejemplo, las particulas virales en los linfocitos B infectados estimulan la llevan
produccién de anticuerpos y citocinas como IFN-a, contribuyendo a la generacion y
perpetuacion de procesos inflamatorios y autoinmunes. Con més exactitud, infecciones del
virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, virus linfotropico de células T humanas y el
parvovirus B19 se han asociado a la patogénesis de LES (Valencia et al., 2017). Hay
estudios que demuestran que titulos altos de rubéola se asocian a manifestaciones
neurol6gicas de LES, como psicosis o depresion, mientras que un alto nivel de anticuerpos
del virus de Epstein-Barr estan correlacionados a manifestaciones en las articulaciones y

piel (Agmon-Levin et al., 2012).
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En una poblacion maya de mujeres mexicanas se reporta una asociacion de la infeccion de
virus PV-19 con LES. En este estudio se detectaron anticuerpos IgM contra VP1 en
pacientes con LES confirmado con actividad de la enfermedad (SLEDAI > 5), con un
promedio de 9.8 afios con la enfermedad. Aunque los niveles de IgM en las pacientes no
difirieron de los controles, y no mostraron correlacion con la actividad de la enfermedad
(posiblemente por la duracion de la enfermedad y por el tratamiento contra LES), los datos
muestran que la infeccidn de parvovirus era reciente, sugiriendo que era la causante de la

reactivacion de la actividad de LES (Valencia et al., 2017).

Otras infecciones, como la del virus de Hepatitis B, da un efecto protector contra el LES, a
pesar de predisponer a otras enfermedades inmunes. El efecto protector contra LES que
confieren algunas infecciones podria explicar el hecho de que aunque las personas con
ascendencia africana presentan esta enfermedad en mayor proporcion que la poblacion
caucasica, la prevalencia de LES en Africa es baja, considerando su correlacién con la
presencia de agentes infecciosos que causan malaria, y sabiendo que Plasmodium berghei,
parasito causante de esta enfermedad (Kivity et al., 2009). En la categoria de infecciones
con un efecto de protecciéon se encuentra también la infeccibn con Helicobacter pylori,
bacteria que estd asociada a enfermedades gastrointestinales como el cancer gastrico. En
un modelo murino, se demostré que la ureasa producida por H. pylori puede inducir la
produccién de anticuerpos anti-ADNdc, moléculas relacionadas a LES. A pesar de esto, se
encontr6 que en mujeres afroamericanas con LES la presencia de la bacteria estaba
relacionada a un inicio mas tardio de la enfermedad que en aquellas pacientes que no
estaban infectadas con H. pylori sin embargo, no se ha encontrado una explicacién

satisfactoria para este aparente efecto protector (Hasni et al., 2011).

Algunos medicamentos se encuentran asociados a LES como factores ambientales. Por
ejemplo, los farmacos anti-malaria tienen un efecto protector contra la aparicion
subsecuente de manifestaciones hematol6gicas como linfopenia durante el curso de la
enfermedad, lo que se encuentra probablemente relacionado a su efecto en la actividad de
la enfermedad, pues este tipo de farmaco logra reducir los picos de actividad y retrasar la
acumulacién de dafio. Un efecto importante de los medicamentos anti-malaria es la
inhibicion de la activacion de receptores tipo Toll (TLR), particularmente TLR9 y TLR7, que
resulta en un perfil de citocinas proinflamatorias disminuido, que tiene como efecto una
reduccion en la presentacion de antigenos. Entre estos farmacos, la disminucién en la

actividad de LES en respuesta a una terapia con hidroxicloroquina se correlaciona con la
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reduccion en la produccion del IFN-a, lo que sugiere la importancia de inhibir la activacion
endogena de los TLR. Por otro lado, la terapia con azatioprinas esta relacionada de manera
negativa con la linfopenia, lo que sugiere una alta efectividad de este farmaco en la actividad
del LES si se utiliza como terapia de mantenimiento después de la remision de

manifestaciones severas del lupus (Gonzéalez-Naranjo et al., 2016).

Hay estudios de asociacion de genoma completo (GWAS del inglés Genome Wide
Association Study) que muestran una gran variedad de loci implicados en la patogénesis
del lupus eritematoso sistémico, habiéndose identificado por lo menos 90 (Goulielmos et al.,
2018). Se destacan sobre todo los que se encuentran dentro de los genes que codifican al
complejo principal de histocompatibilidad (HLA), mientras que otros loci estan localizados
dentro o cerca de genes con relevancia funcional en el sistema inmune (Deng & Tsao, 2010;
Ghodke-Puranik & Niewolld, 2015). Muchos de ellos se asocian a vias pertinentes a la
activacion de células By T, o a la sefializacion de receptores innatos, como la activacion
de TLR (Wahren-Herlenius & Dorner, 2013). De manera significativa y consistente, hay
asociaciones con IRF5, STAT4, PTPN22, C80rfl13-BLK, TNFSF4, TNFAIP3, PRDM1-
ATG5, ITGAM-ITGAX (Wahren-Herlenius & Doérner, 2013). De estas, IRF5 (El factor 5
regulatorio de interferén, que es un factor de transcripcion involucrado en la regulacion de
la expresion de citocinas proinflamatorias) es especialmente notoria porque es donde se
encuentra la asociacion a LES mas robusta, ademas de presentarse fuertemente asociada

en poblaciones latinoamericanas (Teruel & Alarcon-Riquelme, 2016).

Se sabe, por estudios de expresién genética, que en pacientes con LES, los genes
asociados a la via del interferén se encuentran sobre-expresados, en comparacion con
controles sanos (Goulielmos et al., 2018). Las personas con deficiencias homocigéticas de
los primeros componentes del complemento tienen un mayor riesgo de desarrollar LES. Las
deficiencias asociadas a LES de manera mas notoria son la de C1q (93%), C1r/Cls (57%),
C4 (75%) y C2 (10%) (Reilly et al., 2016).

Se ha encontrado también que el gen MECP2, en el cromosoma X, estéa asociado a LES.
Este gen codifica la proteina de unién a metil-CpG 2, que juega un papel clave en la
regulacion epigenética transcripcional de genes susceptibles a la metilacion. La asociacion
del cromosoma X a la enfermedad puede explicar el que los hombres con sindrome de
Klinefelter (XXY, 47) tengan un riesgo de padecer LES similar a mujeres (XX, 46) (Sawalha
et al., 2008).
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1.4.2. Desarrollo de la enfermedad

El consenso general es que el lupus eritematoso sistémico progresa siguiendo una serie de
fases, a lo largo de un periodo de tiempo que se puede extender por afios. Antes de que se
presenten los signos clinicos de LES existe un periodo de predisposicion que suele ser muy
largo, en donde influye la susceptibilidad genética del paciente, su sexo y estimulos
ambientales que propicien las respuestas inmunes. La aparicion de autoanticuerpos es
provocada por este conjunto de factores, y es sobre todo estimulada por procesos de
muerte celular como la apoptosis, la necrosis (que libera componentes celulares que
podrian generar neoantigenos gracias a su oxidacion, fosforilacion y escision), ademas de
la presencia de microorganismos con secuencias antigénicas que reaccionan junto a los

antigenos humanos (Gualtierotti et al., 2010).

Los autoanticuerpos inducen la primera fase de la presentacion clinica de LES (inflamacion
en érganos, articulaciones, piel, glomérulos, destruccion de plaquetas, etc.) porque los
anticuerpos y los complejos inmunes que forman en membranas basales o en las
superficies celulares persisten, activando al sistema del complemento, ademas de que sus

nameros son cuantitativamente altos (Hahn, 2012).

Sin embargo, la generacion de autoanticuerpos (a pesar de ser necesaria), no es suficiente
para que comience la enfermedad. Para que ocurra la inflamacién y el dafio de 6rganos
severo posterior a la generacién de los autoanticuerpos, debe activarse el complemento y
otros mediadores de la inflamacién, ademas de que se necesita una serie de eventos que
incluye la quimiotaxis de linfocitos y células fagociticas mononucleares, la liberacion de

citocinas, quimiocinas y enzimas proteoliticas, igual que el dafio oxidativo (Hahn, 2012).

Los autoanticuerpos surgen en una jerarquia temporal: los anticuerpos antinucleares
(ANASs) aparecen primero, seguidos de los anti-ADNdc y los anti-fosfolipidos y finalmente,
los anti-Sm y anti-ribonucleoproteinas. El periodo tan prolongado de generacién de
anticuerpos implica que estos autoanticuerpos potencialmente patogénicos puedan
inmunoregularse durante cierto periodo de tiempo, y es solo en los individuos donde la
regulacion deja de funcionar que la enfermedad aparece. Cuando falla la regulacion de
estos, comienzan a ocurrir fallas en los linfocitos T y B que llevan al desarrollo de los signos
clinicos de la enfermedad, para que finalmente ocurra la inflamacién crénica y el dafio
oxidativo (Gualtierotti et al., 2010).
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No todos los anticuerpos ocasionaran el mismo dafio al organismo. Por ejemplo, hay
anticuerpos anti-N-metil-aspartato que estan dirigidos a las neuronas, y provocan muerte
neuronal, mientras que anticuerpos que tienen como blanco moléculas en eritrocitos o
plaguetas causaran la fagocitosis y destruccion de estas células; anticuerpos anti-Ro/La
provocan defectos en la conduccién cardiaca, mientras que los anticuerpos anti-fosfolipidos

son capaces de propiciar abortos espontdneos en ratones y humanos (Hahn, 2012).

Los autoanticuerpos generados formaran complejos inmunes que quedan atrapados en el
tejido y que evitan su eliminacién por parte de las células fagociticas mononucleares.
Cuando existe LES, existe ademas una caracteristica deficiencia de la eliminacién de estos
IC, que estéa ligada a su persistencia y exacerba tanto su cantidad como sus propiedades
potencialmente dafiinas (Hahn, 2012). La falla en la regulacién de los autoanticuerpos
generados por parte de defectos en los linfocitos B y T genera la inflamacion cronica y el

dafio oxidativo caracteristicos de la enfermedad (Gualtierotti et al., 2010).

1.5. Lupus Eritematoso Sistémico Pediatrico

El lupus en la nifiez se diagnostica con una edad promedio de 12.2 afios (Olmos-Garcia
et al., 2014). Para que se pueda definir como lupus eritematoso sistémico pediatrico, la

edad maxima de diagnostico es de 16 afios (Mina & Brunner, 2009).

La frecuencia de presentacion del lupus eritematoso sistémico en la nifiez no es tan distinta
en mujeres y hombres, en proporcion de 4:3 en la primera década de vida y 4:1 en la
segunda(Mina & Brunner, 2009), a diferencia de lo que ocurre cuando la enfermedad inicia
en edad adulta, donde hay una proporcion 9:7 (Petri, 2008).

En la enfermedad de inicio adulto hay influencia de las hormonas sexuales, como los
andrégenos y el estrogeno, donde los andrégenos brindan un efecto protector contra la
enfermedad y los estrogenos al contrario. Esto sucede porque las hormonas sexuales
tienen efectos moduladores sobre el sistema inmune. El estrégeno reduce la apoptosis,
promueve la persistencia de las células B autorreactivas y aumenta la expresion de
multiples genes que estan involucrados en la activacion y supervivencia, de las células B,
tales como CD22, SHP-1, BCL-2 y VCAM-1 (molécula de adhesién celular vascular).

Cuando existe lupus, el estr6geno inhibe la apoptosis de las células T lupicas al disminuir
la expresion del ligando Fas, logrando asi la supervivencia prolongada de estas células T

autorreactivas, ademas, el estrogeno logra reducir el nivel de TNF-a y activa las células
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dendriticas (Chan & Mok, 2013; Petri, 2008). En general, los pacientes —hombres y
mujeres— con lupus tienen un nivel mas bajo de andrégenos, y se ha comprobado que la
terapia con DHEA logra estabilizar e incluso mejorar el LES, llevando a menos picos de
actividad (Petri, 2008). Por otro lado, en el lupus eritematoso sistémico pediatrico, se cree
gue el componente genético de la enfermedad podria tener mas peso (Olmos-Garcia et al.,
2014).

Los pacientes en edad pediatrica que cursan con LES suelen presentar sintomas no
especificos, y a pesar de que la incidencia de la enfermedad en estos pacientes es baja,
hay afectaciones renales mas severas y con mayor frecuencia que en pacientes adultos;
por ejemplo, alrededor del 70% de pacientes pediatricos de lupus presentan nefritis lUpica
de inicio temprano (Youssef et al., 2015). Ademas, se calcula que entre el 10 y 20% de los
casos con lupus eritematoso sistémico son de inicio pediatrico (Pavon-Sanchez & Sanchez-
Sanchez, 2013). En general, los pacientes con LES pediatrico tienen un curso de la
enfermedad mas largo y con una tasa de mortalidad mas alta que los pacientes con LES
adulto (Chiang etal., 2018). En el LES pediatrico, la presencia de anticuerpos
antifosfolipidos y la anemia hemolitica incrementan el riesgo de muerte de forma mas

severa que en los pacientes adultos (Joo et al., 2016).

Un estudio epidemiolégico publicado en agosto de 2018 sobre el lupus pediatrico en
América Latina sefiala que las manifestaciones clinicas mas frecuentes de estos pacientes
(en orden descendente) eran la nefritis, afectaciones dérmicas, manifestaciones
hematolégicas, manifestaciones musculoesqueléticas, fiebre, serositis, manifestaciones
neuropsiquiatricas, el fendbmeno de Raynaud, manifestaciones pulmonares, afecciones
gastrointestinales y oculares. De las anteriores, son las manifestaciones renales,
hematoldgicas, oculares y epilepsias mas severas en el lupus pediatrico que en el LES de
edad adulta (Ferreira et al., 2018).

Los resultados de este estudio se corroboran con otro realizado en una cohorte coreana
donde se compar6 el lupus eritematoso sistémico pediatrico a la misma enfermedad
diagnosticada ya en edad adulta, que descubri6 que sintomas como erupciones,
fotosensibilidad, manifestaciones renales y anemia hemolitica, se presentan de manera
mas frecuente en el LES infantil, mientras que la artritis y la leucopenia son mas frecuentes
en el LES adulto (Joo et al., 2016).
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Se debe considerar que la cohorte coreana presenta una alta homogeneidad en la ancestria
de sus pacientes. Un tercer estudio, realizado con los resultados de la cohorte GLADEL,
considera la heterogeneidad étnica de la poblacion latinoamericana, y después de dividir a
los pacientes en cuatro grandes grupos (blancos, amerindios, mestizos y latino-africanos),
no encuentra diferencias entre la presentacién de la enfermedad en estos grupos (Ramirez
et al., 2008).

Es también frecuente que los pacientes de LES pediatrico sufran comorbilidades
psicolégicas como depresion, sobre todo asociadas al tratamiento con esteroides para la
enfermedad (Chiang et al., 2018).

El estudio de la cohorte coreana encontré ademas que en el LES pediatrico se encuentran
con mas frecuencia anticuerpos anti-ADN de doble cadena y antifosfolipidos que en el LES
de edad adulta, mientras que el anticuerpo anti-Ro es menos frecuente (Joo et al., 2016).
El estudio GLADEL encontrd que los criterios ACR que los pacientes con LES pediatrico en
Latinoamérica cumplian con mayor frecuencia era la presencia de anticuerpos

antinucleares, los criterios hematoldgicos y la artritis (Ramirez et al., 2008)

1.6. El papel de la mitocondria en la patogenia del Lupus

Eritematoso Sistémico

Aunqgue los mecanismos moleculares que dan origen a LES no estdn completamente
esclarecidos, existen hipétesis que colocan a este organulo al centro de la patogénesis de
la enfermedad, sobre todo a través del estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial; a través
del aumento de la generacion de ROS, incremento del potencial transmembranal de la
mitocondria, reduccién en la generacion de ATP y aumento de la masa mitocondrial (West
& Shadel, 2017). La tabla 2 resume las respuestas inflamatorias producidas por

mecanismos moleculares asociados a LES.

Estos defectos en vias de sefalizacion mitocondriales estan relacionados a la activacion
mitocondrial de la apoptosis y la proliferacién de linfocitos periféricos, circunstancias que
junto a la acumulacion anormal de ADNmt por la depuracion ineficiente de ICs, fuertes

respuestas interferogénicas, cantidades elevadas de oOxido nitroso mitocondrial, y la
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activiacion de la via mTOR contribuyen a generar un ambiente proinflamatorio (Boyapati
et al., 2017; Gergely et al., 2000; West et al., 2011).

Ademas de la importancia que tiene la mitocondria como conjunto en la autoinmunidad, el
ADN mitocondrial tiene una funcién importante en la patogénesis del Lupus Eritematoso
Sistémico, a través de algunas vias de sefializacion de estrés como las trampas
extracelulares de neutrdfilos (NET) con complejos de ADN mitocondrial oxidado/TFAM, y el
mismo ADN mitocondrial oxidado liberado por neutréfilos asi como las vias de sefializacion
RAGE/TLRY, cGAS/STING y TLR9 a través de las células dendriticas plasmacitoides (pDC)
(West & Shadel, 2017).

A diferencia del ADN nuclear, el ADN mitocondrial es mas susceptible a modificaciones y
dafios de tipo oxidativo, por la falta de estructuras cromatinicas, proteccion de las histonas,
ademas de un sistema de reparacién ineficiente. Lo anterior provoca que el ADN
mitocondrial sea vulnerable a modificaciones causadas por especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno, haciéndolo mas reconocible a los anticuerpos anti-ADNmt (Al-Shobaili &
Rasheed, 2013). Ademas, el dafio al ADNmt esta asociado a la actividad del LES, y entre
mas dafio sistémico haya, menor serd la cantidad de ADNmt en el paciente (L6épez-Lopez
et al., 2014). Sin embargo, los pacientes con lupus suelen tener NETs enriquecidas con
ADNmt oxidado, y se plantea que esto sucede por la migracién de la mitocondria hacia el

extremo de la célula justo antes de que inicie la liberacién de NETs (Muller & Radic, 2016).

Normalmente, el ADNmt se encuentra oculto de los PRRs del sistema inmune. Sin embargo,
al ocurrir alguna infeccion, lesién, o cuando existe estrés celular con dafio a la membrana
0 con ruptura de la mitocondria, esta molécula se libera, quedando expuesta como una
sefal de peligro poderosa para los mecanismos innatos de defensa, como el receptor tipo
Toll 9 (TLR9) e inflamasomas citosélicos como NLRP3, actuando como un DAMP de
manera que llega a modular de manera directa la respuesta inflamatoria del cuerpo, a través
de la accion del interferdn tipo | (IFN-I) (West & Shadel, 2017; West et al., 2011). TLR9 es
capaz de detectar acidos nucleicos a través de motivos CpG hipometilados en estos. Al
detectar estas moléculas, TLR9, que se localiza en el reticulo endoplasmico de la célula, se
transloca hacia los endosomas para actuar a través de MYD88, que activa a las MAPKs y
a NF-kB para disparar respuestas inmunes, aumentando la produccién de mediadores pro-
inflamatorios como TNF e IL6; o bien puede actuar a través de IRF7, que ayuda a las células

dendriticas a aumentar sus respuestas IFN-I (West & Shadel, 2017).
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A pesar de que aln no se conoce como entra el ADNmt en contacto con TLR9, se postulan
varias hipétesis. En primer lugar, que sea a través de la fagocitosis de mitocondrias
completas tras la necroptosis por macrofagos derivados de monocitos. Es también posible
gue la unién del ADNmt a co-factores adicionales como al receptor para productos finales
de glicacion avanzada (RAGE) facilite su internalizacion a las células inmunes. La
existencia de complejos HMGB1-CpG resulta en la asociacion de TLR9 con RAGE vy el
reclutamiento de MyD88 en las células B. Otra hipétesis es que la activacion de células B
autorreactivas por ADN CpG ocurre después de su interaccion con el receptor del linfocito
B, lo que resulta en la transferencia de ADN CpG al TLR9 endosémico (Boyapati et al.,
2017).

La forma oxidada del ADNmt confiere a la molécula su potencial inflamatogénico. Gracias
a las mtROS se incrementa no solo el proceso de oxidaciéon, sino que también la
traslocacion citosolica del mtDNA oxidado que se podra unir directamente al inflamasoma
NLRP3. La activacion de NLRP3 provoca entonces una especie de retroalimentacion
positiva, incrementando adn mas la liberacién de ADNmt (Boyapati et al., 2017). El mtDNA
oxidado también es capaz de activar los inflamasomas, los cuales son complejos proteicos
con tres componentes: una proteina sensor especializada, una proteina Speck-like
asociada a apoptosis con una molécula adaptador con un dominio C-terminal de

reclutamiento de caspasas (ASC) y caspasa-1 (Rongvaux, 2018).

Estos compuestos actian como blancos para el ADNmt, resultando en el corte y activacion
de caspasa-1y la maduracién proteolitica de IL-18 y IL-18, ademas de que niveles altos de
especies reactivas de oxigeno mitocondriales se correlacionan con una mayor secrecion de
IL-1 B (Boyapati etal.,, 2017). Al ser activados los inflamasomas, se activa como
consecuencia la piroptosis, un tipo de muerte celular rapida y pro-inflamatoria (Latz et al.,
2013).

STING es una proteina del citoplasma que se encuentra anclada al reticulo endoplasmico,
y que es activada ya sea por la asociacion directa con ADN de doble cadena o por
dinucledtidos ciclicos, que se derivan de bacterias o0 virus intracelulares producidos por un
sensor de ADN, la cGAMP sintasa (cGAS) (Boyapati et al., 2017). La activaciéon de la via
cGAS/STING se da al producir estrés mitocondrial 0 permeabilizacién de la membrana
mitocondrial, haciendo que el ADNmt salga de este organulo y pueda interactuar con cGAS,
lo que lleva a la activacion de una respuesta inflamatoria mediada por IFN-1, ademas de

activar la via del NFkB (Boyapati et al., 2017; Rongvaux, 2018).
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Existen otras alteraciones mitocondriales que coadyuvan al desarrollo de la enfermedad,

como la reduccion de la actividad enzimatica de los complejos |, 1l y V de la cadena de

transporte de electrones. Esto lleva a una produccion incrementada de ROS, disminucion

del ATP producido y aumento de la apoptosis por via de la liberacién del citocromo c y la

activacion de la caspasa 3 (Leishangthem et al., 2016).

El agotamiento de glutation intracelular esté relacionado con el lupus, mediante la alteracién

del estado redox en pacientes con lupus, lo que resulta critico para la disfuncién inmune

intracelular, la activacién de enzimas apoptoticas y la progresion de la apoptosis, proceso

de muerte celular que se encuentra elevado en LES, junto con la necrosis (Shah et al.,

2013).

Tabla 2. Respuestas inflamatorias dependientes de ADNmt en el Lupus Eritematoso Sistémico.
Tomado de (West & Shadel, 2017).

Via de sefializacion de estrés de

ADNmt

Fenotipo inflamatorio reportado

e Extrusion neutrofilica de complejos

de ADNmt oxidado/TFAM
e Sefalizacion RAGE-TLR9

Nivel incrementado de ADNmt oxidado en
los neutrdfilos del paciente con lupus
Activacion de células dendriticas
plasmacitoides y la secrecién de IFN tipo |

e ADNmt oxidado liberado
neutrdfilos
Sefalizacién cGAS-STING
Sefalizacién TLR9

de

Los complejos proteicos de
ribonucleoproteinas en el LES inducen la
formacion de mtROS y NETs

Las NETs en el LES contienen mas ADNmt,
conduciendo a la formacion  de
autoanticuerpos anti-ADNmt, contribuyendo
a la nefritis lapica.

El ADNmt en las NET dispara la expresion y
secrecién de citocinas pro-inflamatorias, IFN
tipo I, y ISG.

Las moléculas scavengers de mROS
disminuyen la formacion de NETs y la
enfermedad ldpica.

De manera mas reciente, se han encontrado asociaciones entre variantes en la secuencia

gendémica mitocondrial y la susceptibilidad al Lupus Eritematoso Sistémico. Un estudio de

2009 que buscaba asociacion con Lupus Eritematoso Sistémico de marcadores
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mitocondriales y haplotipos mitocondriales que ya habian sido positivos para esclerosis
mdltiple encontré una asociacion positiva con nt9055, perteneciente a la secuencia de
ATP6, que codifica para una subunidad del complejo V, mientras que otra variante, nt4917
dentro del gen ND2, que codifica para una subunidad del complejo |, requeriria de un
estudio con una cohorte mas grande para verificar la significancia de la asociacion
(Vyshkina et al., 2008). nt9055 (rs193303045) es una variante con cambio de sentido que
implica una transicion de guanina a adenina, haciendo que el aminoacido que esta
codificado por su codén cambie de alanina a treonina (Perl, 2010); esta variante esta
implicada en LES y en esclerosis multiple (en una poblacién caucésica americana) (Kozin
et al., 2018) y en una vida mas longeva (en poblacién francesa caucasica) (lvanova et al.,
1998).

La susceptibilidad del ADNmt a los dafios oxidativos se ven principalmente reflejados en la
region no codificante D-loop, una region regulatoria de la replicacién y la transcripcion del
ADN mitocondrial. En pacientes con lupus, se encuentra un menor nimero de copias de
DNA mitocondrial y un aumento en la heteroplasmia de la region D310 del D-loop a medida
que ocurren los periodos de actividad en el curso de la enfermedad, por lo que se puede
considerar un buen biomarcador para evaluar la progresion de LES, puesto que un puntaje
SLEDAI mas alto se correlaciona con mayor heteroplasmia de la regién D310. Ademas, una
mayor variacién en D310 se asocia a una frecuencia mas alta de nefritis lapica, haciendo
que el estudio de esta region del genoma mitocondrial pueda ayudar a predecir la
susceptibilidad de un paciente a padecer esta complicacion. Es relevante mencionar que
hay variantes en esta misma region que estan asociadas a cancer, enfermedades

degenerativas y hereditarias (Lee et al., 2012).

Incluso se ha definido que el haplotipo mitocondrial N, presente en la etnia Han (China) esta
asociado al lupus eritematoso sistémico, sobre todo en pacientes donde la enfermedad
inicié después de los cincuenta afios (Tang et al., 2015). Se presume que esta asociacion
ocurre por la interaccién de factores ambientales y SNVs como 8701 A/G, donde una
mutacion puede reducir la produccion de ATP e inducir a la apoptosis (Tang et al., 2015);
Una mutacion G—A en el SNP 10398 A/G, que también presentd asociacion positiva,
provoca un cambio en la subunidad ND3 del complejo mitocondrial I, aumentando la
produccion de especies reactivas de oxigeno, causando inflamacion por la excitacion del

sistema inmune (JOonsen et al., 2009).
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En pacientes europeos con haplotipos I, J y K, se encontrd una asociacion débil entre el
SNP 16189C (previamente asociado a la resistencia a la insulina y susceptibilidad a
diabetes tipo 2) y el lupus eritematoso sistémico. Este SNP se encuentra dentro de la regién
D-loop, previamente mencionada por la asociacion de D310 con el LES. Se encontré
también asociacion a la susceptibilidad de lupus en pacientes masculinos con el SNP
13708A. Este SNP esta localizado dentro de otra subunidad del complejo | mitocondrial, la
region ND5 (Jonsen et al., 2009).

Otro estudio de 2009 en un modelo murino determiné que la variante de ADNmt nt7778
G/T, que resulta en una sustitucion conservativa de aminoacido, confiere riesgo

incrementado de padecer enfermedades autoinmunes (Yu et al., 2009).

2. La mitocondria y su genoma

La mitocondria es un organulo celular, encargado de llevar a cabo la fosforilacién oxidativa,
proceso donde ocurre la sintesis de ATP, que necesita de los protones obtenidos como
producto de la cadena de transporte de electrones, misma también sucede como parte de
la fosforilacién oxidativa. Con un tamano de entre 0.5 a 1 ym y una doble membrana, su
cantidad dentro de la célula depende del tipo celular y de las necesidades energéticas de
estas: por ejemplo, se encuentran ausentes en los eritrocitos, mientras que en ovocitos
maduros hay alrededor de 200 mil mitocondrias. (Adhikari et al., 2022; Alberts, 2022; Ney,
2011; Verma & Kumar, 2007). Las mitocondrias son organelos interconectados entre si, que
se transmiten informacidn a través del contacto fisico o0 mediante sefiales quimicas, dentro
del ambiente en comun que es el citoplasma celular, para asi responder de manera conjunta

a estimulos, o especializarse dentro de la célula (Picard & Sandi, 2021).

Una de las principales funciones de la mitocondria es la produccion de ATP mediante la
fosforilacion oxidativa, para asi apoyar a la respiracion aerobia (Tuppen et al., 2009), sin
embargo, esta no es su Unica funcién. La mitocondria esta altamente involucrada en otros
procesos biolégicos como la termogénesis, apoptosis celular, almacenamiento,
sefializacién y homeostasis del calcio, asi como en la producciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Dowling, 2014), ademas de participar en la sintesis de colesterol, la
oxidacion de &cidos grasos, detoxificacion de amonio (Mitchell et al., 2014), y la biogénesis

de proteinas hierro-azufre (Tuppen et al., 2009).
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El origen de la mitocondria se explica con la teoria endosimbiotica, la cual postula que estos
organulos iniciaron como proteobacterias que fueron engullidas por un proto-eucarionte, o
bien fueron la evolucion de una relacién simbibtica entre dos procariontes, donde uno
termind por convertirse en el nlcleo y el otro en la mitocondria de la célula eucariota como
la conocemos hoy dia (Martin, 2010). De cualquier manera, en este proceso evolutivo se
perdid el 99% del ADN de este procarionte, mientras que el aparato de traduccién de este
cambio para que pudiera utilizar una forma modificada del cddigo genético universal para
traducir los RNA mensajeros que restaban en lo que ahora se conoce como ADN
mitocondrial (Schon, 2015).

En el genoma mitocondrial hay pistas del origen bacteriano de este organulo. Por ejemplo,
su iniciador de la sintesis proteica, es el mismo que el de las bacterias, el N-formilmetionil-
tRNA (Taanman, 1999). Ademas, los genes en la mitocondria no poseen intrones (al igual
que las bacterias, y el genoma mitocondrial practicamente no posee nucleétidos
intergénicos no codificantes, excepto por el D-loop (bucle D o bucle de desplazamiento),
gue contiene promotores de transcripcion y por lo menos un origen de replicaciéon (Tuppen
et al., 2009), ademas de esto, el ADNmt se replica de manera autbnoma, independiente a
la replicacién del ADN nuclear (Rongvaux, 2018). La mitocondria es un organulo con doble
membrana dentro de la célula, y esta doble membrana esta compuesta de lipidos como la
cardiolipina, presente en organismos procariotas y notoriamente ausente en otras
membranas eucaridticas (Rongvaux, 2018). De manera similar al ADN bacteriano, el
ADNmt se compacta en forma de nucleoide con un didmetro aproximado de 100 nm. Este
nucleoide posee una amplia variedad de proteinas con funciones igualmente diversas, que
van desde el empaquetamiento de ADN, transcripcion, hasta factores de sefializacion que
facilitan la integracion del ADNmt en redes de sefializacion celular cruciales para el

metabolismo y la proliferacién (Gilkerson et al., 2013).

El ADN mitocondrial humano se compone de una doble cadena circular de 16,569 pares de
bases, con replicacion autbnoma (Anderson et al., 1981) y contiene informacion para 37
genes, de los cuales 13 codifican proteinas de la cadena respiratoria (Dowling, 2014),

mientras que el resto son 22 ARN de transferencia y dos ARN ribosomales (Schapira, 2006).

El ADNmt es heredado por via materna (Lee etal., 2012) por mecanismos como la
ubiquitinizacion selectiva de la copia paterna, un efecto de dilucion (los espermatozoides
contienen solo alrededor de 100 copias de ADNmt paterno en comparacion con las 100 000

en el 6vulo sin fertilizar, y el efecto del cuello de botella del ADN mitocondrial, que excluye

30



a las copias paternas por estar en menor proporcién) (Chinnery & Hudson, 2013). Esta
forma de herencia, y el que el ADNmt se conserve mejor después de la muerte que el ADN
nuclear hacen a esta molécula Gtil para andlisis forenses, estudios de antropologia,

migraciones e investigaciones biogeogréaficas (Vissing, 2019).

El ADNmt tiene una tasa de mutacibn mucho mas alta en comparacion con el ADN nuclear,
por motivos que incluyen la proximidad del ADN mitocondrial a especies reactivas de
oxigeno mutagénicas; la continua replicacion de este acido nucleico en células post-
mitoticas, con una tasa de error de varios 6rdenes de magnitud mas alta que en el nucleo;
y un conjunto de mecanismos de reparacion de ADN menos extenso que en el nucleo
celular (Burr et al., 2018).

La variacion genética en el ADN mitocondrial humano ha ido acumulandose
secuencialmente a lo largo de miles de afios a través del linaje materno de cada poblacién,
por lo que se puede considerar que este tiene un registro molecular de las migraciones
humanas, y se puede trazar hasta una Gnica mujer que vivié en Africa hace unos 200 000
afios, llamada “Eva mitocondrial”’. Gracias a estudios filogeograficos se lograron identificar
polimorfismos que describen genotipos especificos de ciertos continentes, llamados
haplogrupos, que son conjuntos de haplotipos similares que evolucionaron del mismo
ancestro con una mutacion particular de un SNP, para determinar arboles de haplogrupos
de ADNmt y la ruta de migracion de ADNmt (Arora et al., 2015; lenco et al., 2011).

Esta tasa tan alta de mutaciones en la mitocondria hace que el proceso de diferenciacion
molecular sea relativamente rapido. Ademas, al haber ocurrido principalmente durante y
después la dispersion de la poblacidon humana a distintas partes del mundo, los haplogrupos
suelen estar restringidos a ciertas areas geogréficas y, por tanto, a poblaciones en

especifico (lenco et al., 2011).

Por ejemplo, la poblacion nativoamericana posee de manera predominante cuatro
haplogrupos, A2, B2, C1 y D1, que descienden de haplogrupos asiaticos producto de las
grandes migraciones humanas (Achilli et al., 2008). La figura 1 muestra la distribucién

mundial de haplogrupos, mostrando su distribucion por continente.
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Figura 1. Arbol de haplogrupos de ADNmt, con un mapa mundial de su distribucion. Tomado de
(Kivisild, 2011).

La doble cadena del ADN mitocondrial humano es asimétrica, pues una cadena (pesada)
es rica en guanina (G) y timina (T) y otra (cadena ligera) es rica en adenina (A) y citosina
(C) (Schon, 2015). La mayor parte de la informacion genética esté codificada en la cadena
pesada, incluyendo dos ARN ribosomales, 14 ARN de transferencia y 12 polipéptidos,
mientras que la cadena ligera solo codifica para ocho ARN de transferencia y un polipéptido
(Taanman, 1999). La figura 2 muestra los genes mitocondriales en el mapa del genoma

mitocondrial, mientras que el transcriptoma completo se observa en la figura 3.
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Figura 2. Mapa del genoma mitocondrial. Visualizado en Geneious Prime 2023.0.4
(https://www.geneious.com), datos tomados de NCBI (NC_012920.1).

Al haber multiples mitocondrias en la célula, hay también numerosas copias del genoma
mitocondrial. Si todas las copias son genéticamente idénticas, existe homoplasmia. Si, por
el contrario, hay dos o mas genomas mitocondriales distintos, existe una condicion de
heteroplasmia (Tuppen et al., 2009). Estas distintas versiones de ADN mitocondrial pueden
llegar a existir al haber una reparacion ineficiente del mismo, porque este se encuentra en
un ambiente localizado de oxidacion, y por la tasa de replicacion que posee. El concepto
de heteroplasmia toma relevancia al considerar las enfermedades mitocondriales. Al existir
entre 80 y 90% de copias mutantes (generando asi heteroplasmia) ya se expresara el

fenotipo de la enfermedad mitocondrial (Chinnery & Hudson, 2013).
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Figura 3. Mapa del transcriptoma mitocondrial. Tomado de (Mercer et al., 2011).

Se puede argumentar también que la heteroplasmia deberia ser el estado natural del
genoma mitocondrial, dada la alta tasa de mutacién del ADN en la mitocondria (White et al.,
2008). A pesar de esto, la heteroplasmia solo tendria un papel importante en la evolucion
si pudiera persistir en la descendencia de las lineas celulares. Sin embargo, existen
reportes que indican que después de unas cuantas generaciones, por accion de algunos
cuellos de botella genéticos, la mayoria de las heteroplasmias desaparecen, perdiéndose
asi muchisimas mutaciones de novo. El tiempo en que tarda en desaparecer la
heteroplasmia varia entre especies, con un rango que incluye 500 generaciones en insectos

y dos generaciones, e incluso hasta una en vacas (Kivisild, 2011; White et al., 2008).

Algunos polimorfismos comunes en la poblacién tienen un pequefio efecto sobre el riesgo
de desarrollar enfermedades humanas comunes, posiblemente asociados a factores
ambientales, de acuerdo con la hipotesis CDCV (Enfermedad comun, variante comun). Esta

hipotesis es el paradigma cientifico tras los estudios de asociacion de genoma completo
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(GWAS), que buscan identificar loci susceptibles a diversas enfermedades (Hemminki et al.,
2008; Stewart & Chinnery, 2015).

Las diferencias entre el ADN nuclear y mitocondrial se extienden a sus procesos de
replicacion, transcripcion y traduccién, que se llevan a cabo en la mitocondria de manera
distinta que en el genoma nuclear. La replicaciéon del ADNmt, y el mantenimiento de su
integridad, estan controlados por el ADN nuclear (Chinnery & Hudson, 2013). El sitio de la
iniciacion de replicacion del ADN mitocondrial, el OH (origen de la sintesis de la cadena
pesada) se encuentra en el D-loop (Taanman, 1999). La replicacion del ADNmt se lleva a
cabo por un replisoma multiproteico que incluye la ADNmt polimerasa-y, la helicasa Twinkle
(PEOL), topoisomerasa |, entre otras, como dos subunidades accesorias con un peso de
55 kDa; ademas contiene a mtSSB, una proteina que estabiliza regiones de cadena sencilla
en el ADNmt en las horquillas de bifurcacion, para mejorar asi la accion de la y-polimerasa.
Este replisoma llevara a cabo tres funciones: actuar como ADN polimerasa, revisar errores
como lo hace 3’-5’ exonucleasa, y llevar a cabo la reparacion enzimatica del ADNmt como
5 dRPliasa (Chinnery & Hudson, 2013).

Se han propuesto dos modelos para la replicacién del ADN mitocondrial: a) el modelo
asincronico o de desplazamiento de hebra (strand-displacement), donde se inicia la
replicacién por medio de la transcripcion del D-loop, y la replicacion de la cadena continta
en sentido de las manecillas del reloj desde el punto O hasta que el punto O, es expuesto,
lo que permite que la sintesis de la cadena ligera también se lleve a cabo en sentido de las
manecillas del reloj, y asi hasta que toda la molécula de ADN mitocondrial haya sido
copiada; b) La replicacion simétrica de cadenas acopladas es el otro modelo, y ocurre solo
bajo ciertas circunstancias; la replicacién en este modelo se inicia de puntos mdultiples
distribuidos a lo largo de un fragmento de 4 kb en una posicion 3’ del D-loop, y parte en
ambas direcciones en una especie de burbujas de replicacién. La replicacion entonces se
detiene en Oy, para que el resto de la molécula se copie en una sola direcciéon (Stewart &
Chinnery, 2015).

Existen dos sitios principales de iniciacion de la transcripcién del genoma mitocondrial en
la region del D-loop, donde cada uno codifica para una cadena distinta. ITw1, que inicia en
la posicién 561 y codifica para la cadena pesada, y IT., que codifica la cadena ligera a partir
de la posicion 407 (Berdanier, 2005).
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Estos sitios se encuentran dentro de los promotores para ambas cadenas del ADN
mitocondrial, HSP y LSP, que a pesar de encontrarse tan cercanos son independientes uno
de otro (Taanman, 1999). HSP en realidad se compone de dos promotores, HSP1, que
permite la transcripcion de los dos ARN ribosomales de la mitocondria, y HSP2, que
promueve la transcripcién del resto de la cadena pesada; por otro lado, LSP genera o un
solo transcrito largo o varios transcritos pequefios que actuaran como cebadores, mediante
el procesamiento de ARN con ARNasa mitocondrial (Stewart & Chinnery, 2015). La
maquinaria de transcripcion requerida es la ARN polimerasa mitocondrial (POLRMT), un
factor de transcripcion mitocondrial A y uno de dos factores homadlogos de transcripcion
mitocondrial, B1 o B2, ademas de requerir al factor de elongacion de la transcripcion (TEFM)
(D’souza & Minczuk, 2018; Taylor & Turnbull, 2007). La transcripcion mitocondrial resulta
en un transcrito policistrénico largo, donde las secuencias codificantes estan separadas por
ARNt-mt, y se requiere de una excisién endonucleolitica para liberar los ARNt, ARNm y
ARNr. Cada tipo de ARN madura de una manera diferente, los ARNm (a excepcion de MT-
NDG6) pasan por una poliadenilacién 3’, llevada a cabo por mtPAP. Los ARN de transferencia
mitocondriales sufren modificaciones nucleotidicas quimicas, ademas de la adicién de la

secuencia CCA en su extremo 3’ (D’souza & Minczuk, 2018).

Tabla 3. Diferencias entre los codones del genoma nuclear y genoma mitocondrial (ADNmt).
Adaptado de (Chinnery & Hudson, 2013).

] Significado
Codon ADN Nuclear ADN
Mitocondrial
UGA Terminacion Triptofano
AGG Arginina Terminacion
AUA Isoleucina Metionina

Las diferencias entre el genoma nuclear y el genoma mitocondrial se extienden al
significado de algunos de los codones de las secuencias. Mientras que el ADN nuclear tiene
tres codones de terminacion (UAA, UGA y UAG), el ADNmt tiene solo dos (AGA y AGG).
Para compensar esta diferencia, se insertan codones UAA como modificacion a nivel post-
transcripcional (Chinnery & Hudson, 2013). Un resumen de estas diferencias se aprecia en
la tabla 3.
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La region control es la zona mas variable en el genoma mitocondrial, mientras que la region
gue presenta menos variaciones es la secuencia del gen de ARN ribosomal 16S (Cann
et al., 1987).

3. Andlisis de Asociacion Genética

Los estudios de asociacion genética son una herramienta muy util y socorrida para buscar
y evaluar correlaciones entre el estado de enfermedad y la variaciobn genética para
identificar genes candidatos o regiones del genoma que puedan contribuir a una

enfermedad especifica (Lewis & Knight, 2012).

Para enfermedades genéticamente complejas, los alelos de riesgos son mas probabilisticos
que determinantes. Esto quiere decir que la presencia de un alelo de alto riesgo podria solo

incrementar levemente el riesgo de la enfermedad (Hirschhorn et al., 2002).

Uno de los problemas de los estudios de asociacién genética es que los resultados son
dificilmente reproducibles. En ocasiones, esto es producto de errores tipo | (o resultados
falso-positivos), efectos genéticos tan pequefios que resultan indetectables para el poder
estadistico del estudio (errores de tipo Il, o falso-negativos), o una verdadera variabilidad

en la asociacion genética entre distintas poblaciones (Lee, 2015) (Figura 4).

La asociacion genética que detecta este tipo de estudios puede ser directa, indirecta o un
error de tipo |. Las asociaciones directas ocurren cuando el SNP estudiado es el que tiene
una asociacion verdadera con la enfermedad, las indirectas son cuando el SNP estudiado
no tiene por si mismo asociacion con la enfermedad, pero esta en un estado de desequilibrio

de ligamiento (LD) con otra variante que si tiene asociacion.

Finalmente, los errores de tipo | se presentan cuando existe algun tipo de confusién en la
muestra, como una poblacién estratificada o mezcla genética en la poblacion (Lewis &
Knight, 2012). Esto ocurre cuando las frecuencias alélicas de un SNP causal de una
enfermedad son muy diferentes entre distintas poblaciones, cuando la ancestria de los
casos Y los controles no concuerda entre si, o cuando la estructura de la poblacion no se
toma en cuenta en el modelo estadistico utilizado para calcular la asociaciéon (Liu et al.,
2013). Con el fin de disminuir estos errores, es Util estimar la ancestria de una poblacién, lo
cual se puede hacer por distintos métodos, dependiendo de lo que se quiera lograr, ya sea
detectar la estructura de la poblacion, definir la cantidad de subpoblaciones en la muestra,

asignar individuos a cada una de estas subpoblaciones, definir la cantidad de poblaciones
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ancestrales en poblaciones de mezcla genética, asignar proporciones de estas
componentes ancestrales a individuos mestizos o identificar la ancestria genética de

diferentes segmentos cromosomicos de un individuo (Pritchard et al., 2000).

a. Verdadera asociacion positiva
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Figura 4. Error de tipo | ocasionado por estratificacion de la poblacién, donde las figuras con el
signo de suma (+) poseen el alelo de riesgo estudiado. a) En una asociacién positiva verdadera
con el alelo de riesgo, en ambos grupos étnicos el alelo se encuentra en mayor frecuencia en los
casos en comparacion de los controles, mientras que en b) existe un falso positivo debido a la
diferencia entre poblaciones, donde el alelo de riesgo se presenta de manera mas frecuente en el
primer grupo étnico estando sobrerrepresentados los casos de esta ancestria. Tomado de
(Hirschhorn et al., 2002)

La poblacién de Latinoamérica esta principalmente compuesta por mestizos, quienes son
una mezcla de poblaciones heterogéneas, con componentes variados de origen nativo
americano, europeo, africano y asiético (Alarcon-Riquelme et al., 2016). Particularmente en
México existe mayor predominio de los componentes nativo americano y europeo. El
porcentaje de componente africano en el pais (2.2 - 6.3%) es el mas bajo de Latinoamérica,

mientras que el porcentaje del componente nativo americano (50.9 — 68.6%) es el mas alto
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del continente. Ademas, el porcentaje de estos componentes varia ampliamente
dependiendo de la region geografica: en el norte del pais predomina el componente
europeo; en el centro y sureste, el amerindio; y en la costa, el africano (Salazar-Flores et al.,
2015). En México, el porcentaje de mestizos es superior al 90% del total de habitantes del
pais (Moreno & Sandoval, 2013), y resulta importante evaluar los efectos que tienen la
estratificacion de la poblacion de estudio y la heterogeneidad del LD en los estudios de

asociacion genética (Liu et al., 2013).

Existen dos tipos de estudios de asociacion genética. Los GWAS, o estudios de asociacion
de genoma completo, permiten determinar la distribucion de SNVs en cientos o incluso
miles de personas que pueden o no tener una enfermedad determinada. Al cuantificar
cuales SNVs ocurren junto a los sintomas de la enfermedad, se puede hacer una estimacion
estadistica sobre el nivel de riesgo aumentado que confiere cada SNP (Norgarrd, 2008).
Por otro lado, los estudios de gen candidato (CG) se basan en la tipificacion de
polimorfismos en genes que tienen una funcion relacionada a la fisiopatogenia de la
enfermedad, que estén en loci ligados a ella o que ya hayan demostrado asociacion a la
enfermedad en estudios con modelos animales, con la desventaja de que es un tipo de
estudio de asociacion mas susceptible a la estratificacion de la poblacion (Velazquez-Cruz
et al., 2012).

De igual manera, existen distintas maneras de realizar un estudio de asociacion. Se puede
realizar un estudio familiar, donde se estudien casos y sus familias. El método mas utilizado
son los estudios caso-control, donde se toman muestras de una serie de individuos que
padecen la enfermedad de interés, sin que estos estén emparentados entre si, y se
conjuntan con una serie de individuos sin la enfermedad que fungen como controles (Lewis
& Knight, 2012). Se puede, alternativamente, utilizar un modelo TDT, donde se empareja a

los casos con familiares que seran los controles (Hellwege et al., 2018).

Gracias a estudios de asociacion genética de gran escala, se han identificado variantes de
ADNmt que confieren proteccion o riesgo hacia distintas enfermedades humanas comunes.
Es mas frecuente hallar asociaciones que incrementen el riesgo a padecer una enfermedad,
a diferencia de las asociaciones que protegen contra estados patoldgicos. Esto sugiere
que existen variantes deletéreas nuevas, a nivel de sub-haplogrupos, que aiun no han
desaparecido de la poblacion a través de la seleccién natural. Estos alelos de alto riesgo se
concentran particularmente en la region del D-loop, que es la zona mas variable del genoma

mitocondrial, y esta ademas implicada en la replicacion del ADNmty la expresion de genes,
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sugiriendo que estas sutiles diferencias en la replicacién y transcripcion del ADN
contribuyen a la patogénesis de enfermedades comunes relacionadas a la edad (Stewart &
Chinnery, 2015).
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Justificacion

México presenta una de las mas altas prevalencias de Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
mas aun, esta reportado que los pacientes mexicanos presentan una enfermedad mas
grave, con un inicio mas temprano y con un mayor indice de actividad que otras
poblaciones. Existen pocos estudios de asociacion genética para esta enfermedad que
incluyan poblacion mexicana, entre los que destacan los resultados de Alarcon-Riquelme
et al., Prokunina et al. y Han et al., ademas del trabajo del grupo dirigido por la doctora
Lorena Orozco en el Laboratorio de Inmunogendémica y Enfermedades Complejas del
INMEGEN, que han determinado la asociacién de diversos genes (incluyendo STAT4,
PTPN22, ITGAM, IRF5, TLR7, IRAK1-MECP2, TYK2 TNF-a, PDCD1 y NRF2) a LES en
poblacion mestiza mexicana (Abelson et al., 2009; Baca et al., 2006; Cérdova et al., 2010;
Garcia-Ortiz et al., 2010; Jiménez-Morales et al., 2009; Veldzquez-Cruz et al., 2007). De
estos estudios, ninguno considera la influencia que pueda tener el genoma mitocondrial en
la patogénesis del lupus, e incluso a nivel global, son pocos los estudios que lo hacen. Al
considerar los mecanismos en que las funciones mitocondriales estan involucradas en el
desarrollo del lupus, es posible que existan variantes en el genoma mitocondrial que estén

asociados a esta enfermedad.
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Hipotesis

Existen variantes del genoma mitocondrial propias de la poblacién pediatrica mexicana

asociadas al riesgo a padecer Lupus Eritematoso Sistémico

Objetivos
Objetivo General

Identificar las variantes vinculadas al Lupus Eritematoso Sistematico en el genoma

mitocondrial en una poblacion pediatrica mexicana.

Objetivos Particulares

e Comparar la frecuencia de las variantes del mitogenoma asociadas al Lupus
Eritematoso Sistémico en la poblacion pediatrica mexicana con las poblaciones
incluidas en el Proyecto de los 1000 Genomas (The 1000 Genomes Project
Consortium, 2015).

e Identificar y determinar la frecuencia de los haplogrupos mitocondriales en la
poblacion pediatrica mexicana de estudio para compararla con los reportes
anteriores en dicha poblacion.

e Establecer las diferencias intrapoblacionales de la frecuencia de los haplogrupos

mitocondriales con LES y los controles sanos.
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Metodologia

Poblacién de Estudio
En el presente se utilizdé un disefio de tipo caso-control, donde se incluyeron 100 pacientes

mexicanas con diagnéstico de LES y 150 controles sanas sin antecedentes de
enfermedades autoinmunes. Los criterios de inclusion para ambos grupos se enlistan a

continuacion.
Casos
Criterios de Inclusion:

e Pacientes mexicanos con diagnéstico de Lupus Eritematoso Sistémico
pediatrico realizado antes de los 16 afios segun los criterios del ACR
e Debut de la enfermedad con nefritis lUpica, o desarrollo de esta durante

el primer afio después del diagnéstico.
Criterios de Exclusion:

e Rechazo de la autorizacién para participar en el estudio.

e Familiar de primer grado ya participando en el estudio.
Controles
Criterios de Inclusion:

e Personas mayores de 30 afios.

e Sin historial de enfermedades autoinmunes o cronicas.

Criterios de Exclusion:
e Rechazo de la autorizacién para participar en el estudio.

e Familiar de primer grado ya incluido en el estudio.
Para ambos grupos, se utilizaron los siguientes criterios de eliminacion:

e Muestra de DNA insuficiente.
e Individuos que no pasaron el control de calidad durante el andlisis con el software

de asociacion de genoma, PLINK v1.07.
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e Participantes del proyecto que decidieron abandonar el estudio durante su

desarrollo.

Estrategia General

Se realiz6 un estudio de asociacion de casos y controles, para conocer si existen variantes
en el genoma mitocondrial de la poblacion pediatrica mexicana que se asocian al desarrollo

de lupus eritematoso sistémico.

Se incluyeron 100 pacientes mexicanas con diagnéstico de LES pediatrico de inicio en la
infancia, diagnosticados segun los criterios del Colegio Americano de Reumatologia, y 150
mujeres adultas mexicanas sin antecedentes de enfermedades autoinmunes como

controles.

El ADN de estos pacientes se obtuvo de sangre periférica utilizando el kit Maxikit de
QIAGEN. La integridad del ADN se verificd en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro
de etidio y se cuantificd por espectrofotometria de UV. Esta poblacién de estudio fue
genotipificada con el chip de microarreglo Human Array 6.0 de Affymetrix el cual contiene

906,600 sondas para la genotipificacion de SNVs distribuidas en todo el genoma.

La ancestria del ADN nuclear de la muestra de estudio se determiné mediante los softwares
ADMIXTURE v.1.23 (Alexander et al., 2009) y EIGENSOFT v.5.0 (Price et al., 2006) para
verificar la ascendencia de esta y evitar falsos positivos debido a estratificaciéon de la

poblacion.

Las SNVs correspondientes al genoma mitocondrial fueron extraidos con el software PLINK
v.1.07 (Purcell, 2007), con lo que se obtuvieron 107 variantes, y la asociacion de estas con
el desarrollo de LES se realiz6 por medio de un modelo de regresion logistica multivariado

ajustando por estratificacion poblacional.

Con el software WISARD v.1.3.2 (Lee et al., 2018) se realizé una prueba de colapso (burden
test) con las SNVs mitocondriales agrupados segun el gen al que pertenecen, y otra prueba
con las SNVs mitocondriales agrupados en un solo set, para comparar los resultados de

ambos andlisis y determinar el peso de estas asociaciones en conjunto.

La determinacion de haplogrupos mitocondriales se llevé a cabo por medio del software

Haplogrep Il (van Oven, 2015; Weissensteiner et al., 2016). Ademas, la frecuencia de las
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SNVs mitocondriales que mostraron asociacion a LES fue comparada con las poblaciones
de la fase Il del Proyecto de los 1000 Genomas por medio de pruebas de Chi? (Gibbs et al.,
2015).

Analisis estadisticos y bioinforméticos
3.1.

3.2. PLINK v.1.07: Whole genome association analysis toolset

PLINK (Purcell, 2007) es una herramienta bioinformatica de cddigo abierto con interfaz de
linea de comandos para analisis de asociacion de genoma completo, que esta disefiada
para realizar un rango de analisis basicos a gran escala, de forma computacionalmente

eficiente.

Este software se utilizd para realizar los controles de calidad basicos del microarreglo,
extraer los marcadores mitocondriales y finalmente para realizar el andlisis de asociacion
genética con un modelo de regresion logistica multivariado ajustando por estratificacion
poblacional, para determinar si existian SNVs mitocondriales asociados al riesgo a padecer
LES.

3.3. WISARD v.1.3.2: workbench for integrated superfast

association studies for related datasets

WISARD (Workbench para estudios de asociacion integrados super-veloces con datos
relacionados) (Lee et al., 2018) es una herramienta bioinformética con interfaz de linea de

comandos pensada para analisis estadisticos con datos émicos.

A través de WISARD se realiz6 otro analisis de asociacion con las SNVs obtenidas con
PLINK, pero mediante una prueba de colapso, donde se agrupan las variantes de estudio
en sets definidos. En este caso, se agruparon las SNVs mitocondriales de acuerdo con el
gen donde estan localizados, y se realizé un segundo analisis de asociacion con este mismo

software, ahora agrupando todos las SNVs mitocondriales como un solo conjunto.

Estas pruebas de colapso son especialmente Utiles para medir el impacto que puedan tener
variantes raras asociadas a la enfermedad (MAF < 0.5%), al combinar la informacion de
multiples sitios de variantes, con el fin de enriquecer las sefiales de asociacion a la vez que
se reducen los grados de libertad de la prueba (Lee et al., 2014, Lee et al., 2018), con riesgo

de reducir el poder estadistico de la prueba al colapsar variantes funcionales y no
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funcionales (Li & Leal, 2008), ademés de solo considerar la significancia total de la variante
colapsada, sin dar informacion sobre qué variante del conjunto es la responsable de la
significancia, aunado a eso, las pruebas de colapso asumen que todas las variantes actdan
en la misma direccién respecto al riesgo a padecer una enfermedad y considera a todas las
variantes en el set como causales (Goldstein etal., 2013; Lee etal., 2014). Para
contrarrestar estas limitaciones, se desarrolld el método combinado de colapso y
multivarianza (CMC), que es estadisticamente poderoso y robusto ante la clasificacion
errénea de variantes no funcionales y es un analisis que WISARD es también capaz de
llevar a cabo (Li & Leal, 2008).

3.4. ADMIXTURE v. 1.23: Fast ancestry estimation

Existen diferentes métodos para estudiar la ancestria de una poblacion, dependiendo de lo
gue se requiera y de si se busca estudiar la ancestria de manera local o global. La
estimacion de la ancestria local se encarga de identificar el origen de cada cromosoma, por
segmentos; la ancestria global busca estimar la proporcién de ancestria correspondiente a
cada poblacién de referencia en cada uno de los individuos de la muestra. ADMIXTURE
(Alexander et al., 2009) es un software para estimar ancestrias globales que hace una
estimacion de maxima verosimilitud de ancestrias individuales de conjuntos de datos de
genotipificacion masivos, que hace célculos rapidamente con un algoritmo rapido de
optimizacion numérica, logrando obtener tanto las frecuencias de los componentes
ancestrales como las proporciones de mestizaje de cada individuo en la muestra. Los datos
que utiliza ADMIXTURE son grandes conjuntos de datos compuestos por SNVs

autosémicas, donde los individuos no estan emparentados.

Se estimé con ADMIXTURE la ancestria de cada una de las muestras de la poblacion,
tomando como referencia tres poblaciones ancestrales (K): nativo americana, europea y
africana, para verificar si existia diferencia entre la composicion de la ancestria entre los

casos y los controles.
EIGENSOFT v.5.0.

EIGENSOFT es un paquete informatico que combina métodos de genética de poblaciones
y el método EIGENSTRAT para correccion de la estratificacion haciendo uso del analisis
de componentes principales (PCA) para modelar las diferencias entre la ancestria de casos

y controles a lo largo de ejes continuos de varianza (Price et al., 2006).
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El PCA realizado con EIGENSOFT sirvio para analizar la estructura de la poblacion, de

manera similar a lo realizado con ADMIXTURE, también con tres poblaciones ancestrales.

3.5. Haplogrep Il
Haplogrep Il es una aplicacién web que provee una forma completamente automatizada
para determinar haplogrupos mitocondriales (van Oven, 2015; Weissensteiner et al., 2016).
Se ingresaron los datos de la genotipificacion de la poblacién utilizada en el estudio para

determinar los haplotipos mitocondriales de esta.
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Resultados

En este trabajo se incluyeron 100 pacientes femeninas con diagnoéstico de LES antes de
los 16 afios, de acuerdo con los criterios del ACR (Yu & Chang, 2014), con un promedio de
edad al inicio de los sintomas de 11.61 = 2.07 afios. Adicionalmente se incluyeron 150
mujeres mayores de 18 afios, aparentemente sanas, sin antecedentes de enfermedades
autoinmunes como grupo control. Todas las pacientes y controles fueron captadas previo
consentimiento informado del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXIy

del Instituto Nacional de Pediatria.

Se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) utilizando el software EIGENSOFT
v.5.0 para determinar la estructura poblacional de la muestra, utilizando tres poblaciones
de referencia: Indigenas mexicanos sin evidencia de mestizaje (AME) colectados en
nuestro laboratorio, ademas de residentes de Utah con ancestria de Europa del Norte y
Europa del Oeste de la colecciéon CEPH (CEU) y los yoruba de Ibadan en Nigeria (YRI)

derivados del proyecto de los 1000 genomas fase 3.

La figura 5 muestra el resultado de este analisis, y se observa que los casos y los controles
de la poblacién utilizada presentan un comportamiento similar, localizandose entre la
poblacion indigena y europea, tendiendo mas hacia la primera. La poblacién se comporta
de manera similar a otros estudios de ancestria realizados con poblacién mestiza (Bryc
et al., 2010), de modo gque se puede considerar una muestra representativa de la poblacién

mestiza del pais.

La ancestria de la poblacién se estudié también mediante el software ADMIXTURE v.1.23,
observandose asi la ancestria global de cada individuo de la muestra. La figura 6 es el

resultado de este andlisis, y muestra que la poblacién de estudio es una poblacion mestiza.

A excepcion de 7 individuos cuya proporcion de ancestria CEU era de 0.001% cada una, la
proporcion de ancestria europea en la poblacion es de 2.00 — 64.95% (x= 27.17%), la
ancestria africana se encuentra entre el 0.001 — 16.77 % (X = 3.33%). El componente nativo
americano de la muestra se encuentra en mayor proporcion, entre 31.11 — 99.998 % (x =
69.5%), comportandose de manera similar a datos previamente reportados (Bryc et al.,
2010; Salazar-Flores et al., 2015). En la figura 7 se muestra una comparacion entre la

proporcion de ancestrias para cada una de las poblaciones en los casos y controles, sin
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observarse ninguna diferencia notable entre cada par, es decir que no existe una diferencia
en la composicidén de ancestria entre casos y controles.
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Figura 5. Analisis de Componentes Principales (PCA) de la ancestria de los casos y controles
incluidos en el estudio comparados con poblaciones de referencia (AME: Amerindios, CEU:
Residentes de Utah con ancestria de Europa del Norte y Europa del Oeste de la coleccion CEPH,
YRI: Yorubas de Ibadan, Nigeria).
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Las SNVs ubicadas en el genoma mitocondrial se extrajeron de los datos de genotipificacion
del genoma completo, aplicando ademas controles de calidad, excluyendo los SNVs que
no contaran con al menos un 98% de genotipado, obteniéndose asi un total de 107 variantes

mitocondriales a estudiar.

El estudio de asociacion fue ajustado por ancestria, y adicionalmente por control genémico,
esta metodologia es ampliamente usada para contrarrestar el efecto de la estratificacion
poblacional sobre el estudio de asociacion, al utilizar los propios genomas para inducir
controles similares a los que habria en un estudio basado en familias y determinar lo que
constituye una desviacion significativa del modelo nulo sin desequilibrio de ligamiento
(Devlin & Roeder, 1999). Después de la correccion, se encontro a la variante rs28358578
con un valor de p significativo (p = 0.007697; Tabla 4; figura 8). Este SNP representa un
cambio C -> T en la secuencia de ADNmt, y se encuentra en 186 individuos de la poblacion.
De estos, 56 son casos y 130, controles. La frecuencia del alelo menor mas alta reportada
por HapMap en Ensembl 95 es de 0.12 en poblacion YRI (Zerbino et al., 2018), mientras
que la frecuencia en la poblacion de estudio resulté ser de 0.1882, con una frecuencia en
casos de 0.03571 y en controles de 0.2538 (Tabla 5).

La variante rs28358578 presenta un OR = 0.1324, con CI (0.02992-0.5857) lo que indica
un efecto protector para LES, es decir, que la variante esta asociada a un menor riesgo de

presentar LES.

Tabla 4. Asociacién por regresion logistica. Solo existe un SNP con asociacion significativa a LES
(rs28358578).

SNP BP Al OR SE L95 u9s STAT  p-value
rs28358578 2332 T 0.1324 0.7588 0.02992 0.5857 -2.665 0.007697

BP = Par de bases donde se localiza el SNP. Al = Alelo de prueba. OR = Raz6n de momios. SE =
Estimado del error estandar. L95 = Limite inferior del intervalo de confianza . U95 = Limite superior

del intervalo de confianza STAT = Coeficiente de la prueba t. p-value = Valor p.
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Tabla 5. Frecuencia de alelos y genotipos para la variante rs28358578 en poblaciones de

referencia de HapMap y en la muestra.

Poblacion Alelo: frecuencia (cuenta) Genotipo: frecuencia (cuenta)
HapMap-HCB C: 1.000 (90) C|C: 1.000 (45)

Hapmap-ASW  C:0.959 (94) T: 0.041 (4) C|C: 0.959 (47) T|T: 0.041 (2)
HapMap-CEU C: 1.000 (120) C|C: 1.000 (60)

HapMap-JPT C: 1.000 (90) C|C: 1.000 (45)

HapMap-YRI C:0.876 (198) T: 0.124 (28)  C|C: 0.876 (99) T|T: 0.124 (14)
Muestra C:0.812(302) T: 0.188 (70)  C|C:0.812 (151) T|T: 0.188 (35)
Casos C: 0.964 (108) T: 0.036 (4) C|C:0.964 (54) T|T: 0.036 (2)
Controles C:0.746 (194) T: 0.254 (66)  C|C: 0.746 (97) T|T: 0.254 (33)

De manera adicional se estudi6 la relacion entre las SNVs mitocondriales y el LES a través

de una prueba de colapso utilizando el software de WISARD. La tabla 6 muestra que

ninguno de los genes mitocondriales estd asociado de manera significativa con LES, a

excepcion del conjunto de MT-RNR2, que presenta p = 0.0138422. Esta significancia se

debe Unicamente a la presencia de la variante rs28358578 en este gen. Al realizar el mismo

andlisis, pero considerando todas las SNVs mitocondriales en un solo conjunto tampoco se

encuentra significancia (p = 0.693001).

Dentro de la secuencia del gen MT-RNR2, se encuentra la secuencia del péptido humanina

(HN) (Figura 9), compuesto por 24 residuos, y que tiene efectos anti-apoptéticos y anti-

inflamatorios, y que se ha asociado previamente a la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 8. Manhattan Plot de las SNVs del genoma mitocondrial incluidos en el analisis de
asociacion. El SNP rs28358578 se encuentra asociado al Lupus Eritematoso Sistémico de manera
significativa.

Figura 9. Estructura tridimensional de la humanina. Tomada de (Benaki et al., 2005).
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Tabla 6. Estudio de asociacién utilizando pruebas de colapso para determinar la relacion entre

genes mitocondriales y LES.

GENE SZSET NVARIAN MAC NIMP STAR END STAT_CMC P_CMC
T T
Mitochondria 60 120 46 408 15824 0.155855  0.693001
2
ATP6 2 2 68 2 8584 9163 0.0654579  0.798069
ATP8 1 1 10 5 8468 8468 0.218097  0.640494
co1 2 2 8 0 6481 7028 0.731238  0.392482
C0o2 1 1 2 1 8206 8206 0.440686  0.506792
co3 5 5 182 5 9347 9950 0.527376  0.467712
CYB 12 12 252 10 14905 15824 0.0069875  0.933381
9

D-LOOP 1 1 2 1 408 408 0.440686  0.506792
MT-RNR1 3 3 8 0 769 1598 0.731238  0.392482
MT-RNR2 9 9 128 42 1700 3197 6.05816 0.0138422
ND1 2 2 8 0 3450 3918 0.731238  0.392482
ND2 3 3 120 50 4977 5465 0.972792  0.323985
ND3 3 3 10 2 10086 10373 0.731238  0.392482
ND4 8 8 312 6 11176 12007 2.10824  0.146508
ND4L 1 1 4 2 10550 10550 0.88536  0.346738
ND5 8 8 252 13 12612 13708 0.412209  0.520851
ND6 3 3 42 3 14178 14668 1.14138  0.285361

La primera linea corresponde al agrupamiento de todos los SNVs mitocondriales en un solo set. En
rojo se resalta el conjunto de variantes que presento significancia estadistica con una prueba CMC
(MT-RNR2). SZSET = Cantidad de variantes del gen en el set de datos. NVARIANT = Cantidad de
variantes usadas en la prueba. MAC = Conteo del Alelo Menor de las variantes usadas. NIMP =
Cantidad de genotipos imputados. START = Posicion fisica de la primera variante en el gen. END =
Posicion fisica de la ultima variante en el gen. STAT_CMC = Estadistica de la prueba CMC.
P_CMC = p-value de la prueba CMC.

La determinacion de haplogrupos mitocondriales presentes en la poblacion de estudio

indica que la mayoria de estos (59.64%) pertenece al haplogrupo de origen europeo H.
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Estan presentes en proporciones moderadas los cuatro haplogrupos de origen americano
(A, B, Cy D), que en conjunto suman el 31.83%, donde el haplogrupo mas frecuente es el
B, seguido del C y siendo el A el menos frecuente. Ademas de estos haplogrupos se
encontro la presencia de otros tres haplogrupos europeos: J, Uy T, junto con el haplogrupo
asiatico My el africano L. El desglose completo de las frecuencias se encuentra en la Tabla
7.

Tabla 7. Frecuencia de haplogrupos del ADN mitocondrial presentes en la poblacion de estudio

Haplogrupos

A B C D H L Otros
N=223 6 30 22 13 133 14 5
% 2.69 13.45 9.86 5.83 59.64 6.28 2.24

Discusion

El lupus eritematoso sistémico (LES), es una enfermedad con un fuerte componente
genético, y en el genoma nuclear se han descrito mas de 100 loci asociados a esta
enfermedad, gran parte de ellos ubicados en genes del sistema inmune, como el HLA
(Fortuna & Brennan, 2013). México presenta una elevada incidencia de LES, con un
aproximado de entre 1.8 y 7.6 casos por cada 100 mil habitantes (Coronado et al., 2018).
Se ha descrito que, en poblacién mexicana, el LES se presenta de manera mas grave en
comparacion con poblaciones caucasicas. El prondstico de vida para pacientes en México
con LES mejoré a partir de la administracion de esteroides, y en las ultimas dos décadas,
la supervivencia ha incrementado a mas del 85% en 10 a 15 afios, y a mas de 65% en 20
aflos (Coronado et al., 2018). El conocer mejor el componente genético de LES en la
poblacién mexicana es esencial para en un futuro, tener mejores opciones de tratamiento

para la poblacién afectada.

La poblacién estudiada representa a los individuos mexicanos, y la proporcion de su
ancestria nativo americana corresponde a las previamente reportadas para individuos de

las regiones central y sureste de México (50.9-68.6%) (Salazar-Flores et al., 2015).
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Se analizaron los haplogrupos mitocondriales de la poblacién, y contrario a lo esperado, se
identificé a la mayoria (59%) como H, que tiene origen europeo, mientras que sélo el 31.8%

se identificaron como A, B, C o D, que son de origen americano.

Segun datos histdricos, la estimacién de la ancestria utilizando marcadores genéticos
nucleares clasicos ha mostrado que la ancestria europea, amerindia y africana varian a lo
largo de las regiones geograficas del pais. A pesar de esto, la ancestria amerindia
predomina en todas las regiones, mientras que la proporcion que presentan las otras dos
es variable. Hay una mayor proporcion de individuos con ancestria europea en la Ciudad
de México (35-71%) y en las regiones del norte (35-55%) a comparacion de las regiones
centrales que se encuentran cercanas a la Ciudad de México (21%) y las zonas costeras
del pais (22-41%), mientras que la ancestria africana predomina en estas Ultimas,
presentandose entre 22 y 41%. Por otro lado, la ancestria europea, estudiada con ADN
mitocondrial, se encontr6 completamente ausente en la poblacién indigena, y en proporcion
muy baja en la poblacién mestiza del norte (5.3%) y de la Ciudad de México (3.2%); esto
indicaria que se encontraria una mayor proporcion de haplogrupos de origen nativo
americano en los haplogrupos de la poblacién de estudio, al haberse determinado con
genoma mitocondrial (Guardado-Estrada et al., 2009; Moreno & Sandoval, 2013). La
existencia de esta discordancia entre la ancestria genética mitocondrial y nuclear se ha
sugerido como un factor importante que contribuye a la variacién fenotipica en la poblacién
mexicana y que puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades como las
autoinmunes (Zaidi & Makova, 2019). Hacen falta estudios adicionales para comprender la

participacion de la discordancia mitonuclear en el desarrollo de LES.

A pesar de que la mitocondria estd fuertemente involucrada en el desarrollo de la
enfermedad por mecanismos como defectos en la apoptosis, la liberacion de NETs con
material mitocondrial, entre otros; la relacién entre el LES y los polimorfismos del ADNmt
han sido poco explorada, menos aun en poblacibn mestiza mexicana, la cual tiene una
composicion genética complicada y muy distinta a las poblaciones caucésicas normalmente

estudiadas.

En el pasado, se lleg6 a considerar al ADNmt y sus polimorfismos como una carga neutra,
sin influencia negativa ni positiva en el origen de las enfermedades. Esto se ha refutado con
el hallazgo de polimorfismos asociados a diabetes mellitus tipo 2, diversos tipos de cancer,
la penetrancia de algunos padecimientos mitocondriales e incluso, asociados a mayor

longevidad (Cho etal., 2017), ademas de que existen enfermedades directamente
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causadas por mutaciones en el ADNmt (Tuppen et al., 2009). Al existir una fuerte relacion
entre las funciones de la mitocondria y el origen del LES, queda también considerar si la

secuencia del ADNmt estéa involucrada en el desarrollo de la enfermedad.

Los resultados del analisis de asociacion realizados en la poblaciéon de estudio arrojaron
que la variante rs28358578 esta relacionada de manera significativa con la proteccion para
padecer LES. Esta variante, se encuentra en la posicion 2332 del ADNmt y se ubica dentro
del gen mitocondrial MT-RNR2. La dbSNP de NCBI indica que la consecuencia de esta
variante es una variante a 2Kb upstream. Ensembl 96 sefiala la consecuencia de este SNP
como una variante que cambia una secuencia exénica no codificante en un transcrito no

codificante.

La mayor parte de las variantes asociadas a enfermedades halladas a través de GWAS se
encuentran en regiones no codificantes del genoma. Las variantes de riesgo se podrian
ligar a variantes codificantes causales vecinas, pero también es posible que existan
variantes relevantes funcionales que se encuentran en regiones no codificantes, pero que
tienen consecuencias funcionales en genes cercanos (Zhang & Lupski, 2015). En el
genoma mitocondrial, la mayor parte de las regiones del genoma son codificantes, y solo el
3% de la secuencia es no codificante, en comparacion con el genoma nuclear, donde este
porcentaje es del 93% (Chial & Craig, 2008). Estas regiones no codificantes del ADNmt
corresponden al D-loop, a las secuencias de los ARNs ribosomales 12s y 16s y a pequefias
secuencias intergénicas. Las dos primeras clases son altamente polimorficas, con el menor
grado de conservacion del ADNmt, y existe evidencia de que pueden tener efectos
funcionales a través de un efecto en la replicacion, transcripcion o traduccion del ADNmt
(Hudson et al., 2014; Marchington et al., 1996). Ademas, las variantes funcionales en
regiones no codificantes suelen estar mas asociadas a un riesgo incrementado de padecer

una enfermedad que a un efecto protector contra esta (Hudson et al., 2014).

Practicamente no existen reportes de rs28358578 en asociacion a enfermedades, por lo
gue se puede considerar a esta SNV como un nuevo loci de susceptibilidad para LES
aungue se necesitan replicar estos resultados en otras poblaciones de estudio para
confirmar o refutar este hallazgo. Por otro lado, en un estudio de glaucoma en poblacion
africana este locus se us6 solamente para comprobar la alta frecuencia del haplogrupo L2
en la muestra (Collins et al., 2016). Otro estudio, de cardiomiopatias, encontré esta variante
en un paciente de 50 afios con defectos en los complejos Il y V de la fosforilacion oxidativa
(Marin-Garcia et al., 2000).
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Dentro del gen MT-RNR2 no solamente se codifica para el 16s ARNr, sino que ademas se
encuentra una secuencia que codifica un péptido conocido como humanina (HN). Este
polipéptido esta compuesto de 24 residuos, y se encarga de suprimir la muerte celular
ocasionada por genes FAD mutantes, el anticuerpo antiAPP y por el B-AP neurotoxico en
las neuronas primarias, lineas celulares neuronales y células humanas de musculo liso
cerebrovascular, por lo que usualmente esta asociado a enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer. También ha sido detectado en musculo esquelético,
higado, testes y colon en etapas especificas del desarrollo, ademas de estar presente en
plasma, liquido seminal y liquido cefalorraquideo (Muzumdar et al., 2010) (Benaki et al.,
2005). Adicionalmente, se ha encontrado que la humanina tiene efectos anti-apoptéticos y
citoprotectores, tanto en células neuronales como en células no neuronales (Xiao et al.,
2016), ademas de participar en la respuesta inflamatoria al estrés (Hazafa et al., 2021). Se
describié por primera vez en el 2001, y se pens6 como la clave para nuevos tratamientos
neuroprotectores para la enfermedad de Alzheimer, e incluso su nombre denota su
potencial para devolverle la “humanidad” a los pacientes con esta enfermedad (Hashimoto
et al., 2001; Lee et al., 2013). Desde el descubrimiento en 2001 de HN se han encontrado
ADNc con una homologia de secuencia similar en distintas especies, como plantas,
nematodos y roedores, demostrando que esta molécula esta conservada evolutivamente
(Guo et al., 2003).

El papel anti-apoptético de la humanina estd mediado por un receptor extracelular, el
complejo CNTFR-a/gp130/WSX-1 y mecanismos intracelulares (Muzumdar et al., 2010).
Sus efectos citoprotectores se dan por su interaccion con la proteina apoptética Bax. Bax
es una proteina de la familia Bcl-2, que esta involucrada en procesos de muerte celular,
que se encuentra de manera inactiva en el citoplasma y ante la aparicion de sefales
apoptéticas y/o de estrés sufre cambios conformacionales que la llevan a traslocarse hacia
la membrana externa de la mitocondria, donde promueve la liberacion del citocromo c y
otras proteinas apoptogénicas. HN sin embargo evita directamente que el blanco de Bax
sea la mitocondria, inhibiendo este proceso. Se plantea que la accién de HN estabiliza la

estructura de Bax evitando que ocurra el cambio conformacional (Guo et al., 2003).

HN puede unirse a otros miembros pro-apoptoticos de la familia Bcl-2, como Bid y Bim para
la inactivacion de estos. La humanina se une con alta afinidad y especificidad a IGFBP-3,
proteina que induce apoptosis y detiene el crecimiento celular, de manera que in vitro, logra

inhibir la apoptosis inducida por esta via, ademéas de que se considera que la interaccion
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de IGFBP-3 con HN pueda ser un factor regulador de la interaccién Bax-HN (lkonen et al.,
2003; Lee etal., 2013). Ademas, esta molécula puede activar a STAT-3, Jnk, vy
tirosincinasas, lo que esta ligado a la activacion de vias de sefializacion como Jak-STAT,
Akt, JNK, p38 MAPK y PI3K, por medio de las cuales HN puede ejercer su accién
citoprotectora (Muzumdar et al., 2010).

Pese a que rs28358578 se localiza unos cientos de pares de base downstream de HN
(entre los loci 2574 - 3335), no se puede descartar que esta variante se encuentre en LD
con algun locus dentro de la secuencia de HN que tenga un efecto funcional. El efecto
protector de HN y su relacion con enfermedades degenerativas como Alzheimer y su
planteamiento como tratamiento para la isquemia y la fibrosis miocardica (Muzumdar et al.,
2010; Qin et al., 2018), ademas de su funcién citoprotectora y antiapoptotica hacen a HN
un objeto de estudio interesante para otras enfermedades como LES, donde la alteracién

de los mecanismos apoptéticos es importante para la patogénesis del padecimiento.

Por otra parte, se ha descrito que las variantes del ADNmt pueden causar una disminucion
en la produccién de ATP e incrementar la produccion de ROS potencialmente dafiinas
(Hahn & Zuryn, 2019). La produccion anormal de ROS también se ha correlacionado con la
activacion anormal de la apoptosis celular, un mecanismo que se ha descrito dentro de la

etiopatogénesis de LES.

Estas alteraciones de mecanismos antiapopt6ticos son defectos en las vias de sefializacion
de la apoptosis que interfieren con la digestién fagocitica de las células apoptéticas, lo que
lleva a una acumulacién inusual de este material. Estas células apoptéticas, al no ser
fagocitadas de inmediato, entran a un segundo estado de muerte celular, esta vez por
necrosis, perdiendo asi su estado anti-inflamatorio, ganando por el contrario potencial
inflamatorio al desintegrarse y liberar sus componentes citosélicos al exterior (Sheriff et al.,
2004).
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Conclusiones

El andlisis de ancestria de los datos del genoma mitocondrial de la poblacién pediatrica
mexicana estudiada indica que existen diferencias en la ancestria del ADN nuclear y del
ADN mitocondrial, donde los pacientes con LES exhiben una mayor ancestria de origen
europeo, lo cual contrasta con lo reportado para poblacibn mestiza mexicana. Esta
discordancia mitonuclear debe ser explorada més a fondo. Por otra parte, derivado del
estudio de asociacion se identifico una variante en el gen MT-RNR2, que codifica para el
ARN ribosomal 16s, de nombre rs28358578, que estd asociada a lupus eritematoso
sistémico con un efecto protector significativo (p = 0.007697). Este SNP se encuentra en
una mayor proporcién en la muestra examinada (0.188) en comparacion con cualquier
poblacion de referencia, sugiriendo que la variante rs28358578 podria haberse enriquecido

en la poblacion mexicana.

La manera en que esta variante confiere un efecto protector contra LES no esté dilucidada,
al localizarse en una secuencia exénica no codificante de un transcrito no codificante y se
requiere de estudios para determinar tanto si es esta la variante causal (o si esta asociada
a una variante causal por desequilibrio de ligamiento) como el mecanismo de accién de
esta, con el fin de entender completamente la patogenia del lupus eritematoso sistémico y

el papel de la mitocondria en esta.
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