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Resumen.

Introduccion: El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad
autoinmune sistémica caracterizada por la produccion de autoanticuerpos
dirigidos contra antigenos nucleares. El lupus eritematoso sistémico pediatrico
(LESp) es mas grave y tiene un curso clinico mas agresivo en comparacion con
su contraparte en adultos, ademas de que la frecuencia de afeccion renal
(nefritis) es superior al 75 %. Datos epidemioldgicos han sugerido la
participacion de factores ambientales y genéticos en su desarrollo, siendo este
ultimo quiza el mas importante en su desarrollo. Derivado de estudios de gen
candidato y de asociacion amplios del genoma (GWAS por sus siglas en
inglés), se han identificado mas de una veintena de genes involucrados en su
desarrollo, estos se agrupan en tres vias principalmente: depuracion de
complejos inmunes, sefalizacion en células del sistema inmune y en la
sefalizacion por receptores Toll-like (TLRs) y la produccion de interferén (IFNI).
Estudios previos de nuestro grupo han mostrado la importancia de esta ultima
via en el desarrollo de LES en poblaciéon mexicana, por lo que es posible que
otros genes dentro de esta via puedan estar involucrados en la etiopatogénesis
de esta entidad. Un candidato dentro de esta via es el gen UNC93B1, cuya
proteina juega un papel vital en el transporte de los TLRs. Mas aun reportes
recientes han mostrado la sobre-expresion de esta proteina en pacientes con
LES. El gen UNC93B1 se encuentra en una region en donde se han descrito
variaciones en el numero de copias (CNVs), uno de los mecanismos por los
cuales estos polimorfismos ejercen su influencia sobre el fenotipo es a través
de la alteracion de los niveles de expresion génica, por lo que la
sobreexpresion de este gen en pacientes con LES puede ser debida a la
presencia de CNVs. En el presente trabajo se evalud la asociacién de las CNVs
del gen UNC93B1 con la susceptibilidad a desarrollar LESp y nefritis lupica
(NL). Material y métodos: la determinacién de CNVs en el gen UNC93B1, se
llevo a cabo en una muestra de 198 mujeres diagnosticadas con LESp y 200
mujeres sanas, por PCR en tiempo real con el método de doble delta Ct,
utilizando dos pares de primers diferentes para UNC93B1 y dos genes
housekeeping como controles enddgenos. El estudio de asociacion se realizé
con la prueba de Mann-Whitney y con un modelo de regresion logistica.
Resultados: Nuestros resultados muestran que el aumento en la dosis génica
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de UNC93B1 es un factor de riesgo involucrado en la susceptibilidad a
desarrollar LESp (OR = 2.16, IC de1.246 a 3.743 y p = 0.006) pero no para el
desarrollo de la NL. Nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia
que tiene la dosis génica de UNC93B1 en el desarrollo de LESp y a su vez

resaltan la importancia de la via de TLRs/IFN en la etiopatogénesis de LES.
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1. Introduccién.

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es el prototipo de una enfermedad
autoinmune sistémica, se caracteriza por la produccion de una gran variedad
de autoanticuerpos dirigidos principalmente contra antigenos nucleares (DNA,
RNA, histonas, nucleosomas, ribonucleoproteinas, proteinas centromeéricas,
topoisomerasas, proteinas Sm, Ro, SS-A/Ro, etc.), los cuales forman
complejos inmunes que se depositan en los vasos sanguineos de diversos
organos Yy tejidos, activando la cascada del complemento y mediadores pro-
inflamatorios, lo que conduce a la inflamacién crénica de estos tejidos y la
presencia de dafo en los mismos. Lo anterior causa que el LES pueda afectar
a casi cualquier érgano o sistema del organismo, y a su vez a la
heterogeneidad clinica de la enfermedad entre pacientes y en el mismo
paciente en diferentes momentos de la enfermedad, pudiendo afectar entre
otros a los rifiones, epidermis, articulaciones, pulmones, mucosas, cerebro y al
sistema hematolégico (Andrés, 2004; Jiménez, 2011; Tsokos, 2011; Bertsias,
Cervera y Boumpas, 2012; Martinez-Godoy et al., 2012; Velazquez et al., 2012;
Enriquez-Mejia, 2013; Wallace y Hahn, 2013). En cuanto a las causas que
pudieran desencadenar la patogénesis de la enfermedad, se encuentran
factores ambientales, hormonales, genéticos, inmunorreguladores vy
epigenéticos, los cuales pueden actuar de forma secuencial o simultanea para
el desarrollo de LES (Tokos, 2011; Velazquez et al., 2012).

1.1 Enfermedades autoinmunes.

El fendmeno de autoinmunidad se define como la incapacidad del sistema
inmune de distinguir lo propio de lo ajeno. Esto es derivado de defectos en los
mecanismos de tolerancia inmunoldgica central y periférica, la homeostasis
celular y la regulacion de la respuesta inmune. Aunque la etiopatogénesis de
estos eventos no ha sido elucidada por completo, se sabe que en su desarrollo
influyen tanto factores genéticos como ambientales, que interactuan entre si
causando la aparicion de diversos fenotipos, que en conjunto se conocen como
enfermedades autoinmunes (EAs) (Murphy, Travers y Walport, 2009(b); Kindt,
Goldsby y Osborne, 2007; Martinez-Godoy, Oliva-Gutiérrez, Zapata-Zuiiga y
Sanchez-Rodriguez, 2012).
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Las EAs se caracterizan por una respuesta autoinmune celular o humoral que
conlleva a la produccion de autoanticuerpos, se presentan en cerca del 5-10 %
de la poblacion mundial en general y tienen una prevalencia de 90 casos por
cada 10, 000 individuos, de los cuales el 85 % son mujeres en edad
reproductiva. El proceso histopatologico asociado a las EAs se asocia a la
presencia de autoanticuerpos que se unen a antigenos solubles formando
complejos inmunes, que causan inflamacién persistente, lo que a su vez deriva
en dafno sobre los 6rganos y tejidos blanco (Davidson y Diamond, 2001;
Murphy et al., 2009(b); Martinez-Godoy et al., 2012).

De acuerdo al tipo y extensién del dafio que causan las EAs se clasifican como:

« Organo-especificas. Enfermedades cuyo dafio se limita a un solo érgano
o tejido, generalmente alterando su funcion. Este dano puede ser
mediado por autoanticuerpos, linfocitos T autorreactivos o ambos.
Ademas de la autoinmunidad contra el tejido afectado, pueden estar
presentes otros autoanticuerpos que no ocasionan dafo pero si son
marcadores serologicos de la enfermedad. Algunos ejemplos son: la
enfermedad de Adisson, el Sindrome de Goodpasture, la Anemia
Perniciosa, etc. (Panayi, 1995; Murphy et al., 2009(b)).

e Sistémicas o generalizadas. El dafo ocurre en varios 6rganos o
sistemas y puede ser directo o indirecto. Este ultimo esta mediado por
complejos inmunes que promueven la inflamacién en los érganos y
tejidos en los cuales se depositan. Los autoantigenos pueden pertenecer
o no al tejido dafiado. Ejemplos de estas enfermedades son el Lupus
Eritematoso Sistémico, el Sindrome de Sjogren, la Artritis Reumatoide,
entre otras (Panayi, 1995; Kindt et al., 2007; Murphy et al., 2009(b)).

1.2. Prevalencia de LES.

El LES afecta principalmente a mujeres en edad reproductiva. Se ha descrito
una relacién femenino:masculino de 3:1 antes de la pubertad y de 9:1 después
de esta (Kimberly, 2001; Wakeland, Liu, Graham y Behrens, 2001; Marshall,
2002; Stichweh y Pascual, 2005; Blank, Shoenfeld y Perl, 2009; Alonso et al.,
2011; Jiménez, 2011; Martinez-Godoy et al., 2012; Enriquez-Mejia, 2013).

Ademas de que la incidencia de LES en mujeres de raza negra es
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aproximadamente 4 veces mayor que en mujeres blancas (Uramoto et al.,
1999). En general, las mujeres de raza negra tienen una incidencia mayor,
seguidas de mujeres asiaticas y por ultimo mujeres blancas (McCarty et al.,
1995; Calvo et al., 2003; Danchenko, Satia y Anthony, 2006; Martinez-Godoy et
al., 2012).

A nivel mundial se estima una prevalencia de un caso por cada 2, 500
individuos, la cual varia dependiendo el origen étnico, dentro de un intervalo de
40 casos por 100, 000 individuos en el norte de Europa hasta mas de 200 por
cada 100, 000 en individuos de origen negro. En Estados Unidos varia de 52
casos por cada 100, 000 habitantes (Danchenko et al., 2006), mientras que en
México, un estudio reportd una prevalencia del 0.06 %, ademas que la
incidencia se ha estimado de 1.8 a 7.6 casos por cada 100, 000 habitantes al
afo (Pelaez-Ballestas et al., 2011; Bertsias et al., 2012; Secretaria de Salud,
2013).

1.3. Diagnéstico.

La heterogeneidad en la presentacion y las manifestaciones clinicas del lupus
hace que su diagnéstico sea un reto medico, debido a que no existe un
sindrome o0 manifestacion patognomonica para el diagnéstico de la
enfermedad, el Colegio Americano de Reumatologia (ACR, del inglés American
College of Rheumatology) ha establecido criterios clinicos para la evaluacién
inicial de los pacientes con sospecha de lupus. Los criterios creados en 1982 y
actualizados en 1997 (Tabla 1), combinan 11 criterios clinicos y de laboratorio
que permiten realizar el diagndstico de lupus cuando se cumplen al menos 4 de

los 11 criterios establecidos.
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Tabla 1. Criterios del ACR para el diagndstico de LES (Hochberg, 1997).

. Eritema malar

. Erupcién discoide

. Fotosensibilidad

. Ulceras orales

. Artritis

o O B~ W N -~

. Serositis:

a) Pleuritis, dolor o derrame
pleural

b) Pericarditis

7. Alteraciones renales:

a) Proteinuria mas de 0.5
g/24 h
b) Cilindros celulares:

hemoglobina

8. Afectacion

neurologica:

a) Convulsiones

b) Psicosis

9. Alteraciones

hematoldgicas:

a) Anemia hemolitica
b) Leucopenia
c) Linfopenia

d) Trombocitopenia

10. Alteraciones

inmunoldgicas:

a) Anticuerpos anti-DNA
elevados
b) Anticuerpos anti-Smith
c) Anticuerpos APL

11. Anticuerpos

ANA en valores elevados
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1.4. Lupus Eritematoso Sistémico Pediatrico (LESp).

Se estima que entre el 15 y el 17 % de todos los casos de LES inician en la
edad pediatrica, siendo entre los 10 y 14 afos la edad donde se observa un
aumento en la aparicion de la enfermedad, volviéndose poco comun el
diagnostico antes de los 10 afios (Font et al., 1998; Lo et al., 1999; Benseler y
Silverman, 2005; Camacho y Lirola, 2007; Bertsias et al., 2012). Existen pocos
estudios que comparan directamente el LESp con el LES de inicio en la etapa
adulta (LESa) y aunque los sintomas son similares, el LESp tiene una forma de
presentacion y un curso clinico mas grave que el LESa, con una mayor
frecuencia de ciertas manifestaciones clinicas como nefritis, afectacion a los
sistemas nervioso y hematolégico (Font et al., 1998; Brunner, Feldman,
Bombardier y Silverman, 1999(a); Carreno et al., 1999; Boon y McCurdy, 2002;
Klein, Reiff y Silverman, 2002; Bertsias et al., 2012).

Los estudios disponibles sobre la incidencia media anual de LESp la situan en
un intervalo de 0.36-0.9 nifios por cada 100, 000 habitantes, mientras que la
prevalencia se estima entre 5-10 por cada 100, 000 nifios (Mejia y Mendoza,
2004; Camacho vy Lirola, 2007; Bertsias et al., 2012). La sobrevida de los
pacientes con LESp ha ido mejorando en forma progresiva. De 1995 a 2004, la
tasa de sobrevida a 5 afios después del diagndstico de la enfermedad ha
aumentado del 50 % hasta un 95 % (Miettunen et al., 2004). Entre los factores
que han contribuido a esta mejora destacan el reconocimiento temprano de la
enfermedad, el uso cuidadoso de esteroides, tratamientos mas agresivos, uso
de nuevos farmacos inmunosupresores, disposicion de mejores cuidados de
apoyo en terapia intensiva, tratamientos mas efectivos para la enfermedad
cardiovascular e hipertension arterial, disponibilidad de dialisis y trasplante
renal, etc., sin embargo, el control clinico y de laboratorio en forma periddica
siguen siendo fundamentales para una evolucion satisfactoria de la enfermedad
(Caggiani y Gazzara, 2003; Blancas, Guevara y Espinosa, 2009). Actualmente,
la expectativa de vida en nifios con LES es mayor en paises desarrollados, y
en paises en vias de desarrollo presentan una tendencia al incremento
(Drenkard y Alarcon, 2000; Gonzalez et al., 2005(a); Blancas et al., 2009). Por
otra parte un estudio realizado por el Grupo Latinoamericano de Estudios de

Lupus (GLADEL) evidencié que los latinos mestizos en comparacion con los

Pagina | 11



caucasicos tienen una mayor mortalidad, asociada a un menor nivel de
educacion, falta de seguro médico y un seguimiento médico corto, sin descartar
los factores genéticos (Drenkard y Alarcén, 2000; Pons et al., 2004; Brunner,

Gladman, Ibafiez, Urowitz y Silverman, 2008(b)).

1.5. Diferencia entre nifios y adultos.

En los nifios, la forma de presentacion, la evolucion clinica y los hallazgos
inmunoldgicos se diferencian muy poco de los de los adultos con LES (Font et
al., 1998), sin embargo, las formas del LESp son mas graves y tienen un curso
clinico mas agresivo en comparacion con las de la poblacion adulta, debido a
que el involucro renal, alteraciones neuroldgicas, respiratorias,
cardiovasculares y hematoldgicas son mas graves (Caggiani y Gazzara, 2003;
Stichweh y Pascual, 2005). Esta enfermedad, también interfiere en aspectos
psicosociales como la apariencia fisica y el retraso del crecimiento (Klein et al.,
2002).

Si bien los sintomas son similares en el LES y LESp, en nifios es mas comun la
presencia de fiebre, la inflamacion de los ganglios linfaticos, la inflamacion del
bazo y manifestaciones neurolégicas, mientras que en pacientes adolecentes
pueden surgir manifestaciones cardiovasculares. Otra caracteristica del LESp
es la alta frecuencia de afeccion renal, ya que hasta el 80 % de los nifios y
adolecentes con LES padecen de algun tipo de nefritis en algdn momento de
su evolucién, siendo bastante frecuentes las formas mas severas (Gonzalez,
Vasquez, Uribe y Ramirez, 2006(b)).

En general, al inicio de la enfermedad, el 49-90 % de los nifios manifiestan
sintomas constitucionales (fiebre, cansancio o pérdida de peso), el 20-82 %
afeccion renal, el 20-74 % sintomas musculoesqueléticos, el 22-74 % eritema
malar, el 15-45 % linfadenopatias y el 15-74 % viseromegalia (Stichweh y
Pascual, 2005; Camacho y Lirola, 2007).

1.6. Manifestaciones clinicas.

Las manifestaciones clinicas de LES son muy diversas, entre las mas
frecuentes se encuentran diferentes sintomas como: fatiga, fiebre, pérdida de
peso, eritemas fotosensibles en piel, artritis, serositis (pleuritis, pericarditis y
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peritonitis aséptica), vasculitis, citopenia (anemia hemolitica, trombocitopenia y
leucopenia) NL (glomerulonefritis, nefritis intersticial y pielonefritis) vy
Manifestaciones Neuropsiquiatricas (Kimberly, 2001; Gamez, 2003; Gonzalez
et al., 2006(b); Camacho vy Lirola, 2007; Murphy, Travers y Walport, 2009(a);
Martinez-Godoy et al., 2012).

Lesiones muco-cutaneas.

e Son lesiones cutaneas en la piel, las cuales aparecen en un 80 % de los
pacientes. Las lesiones cutaneas mas frecuentes son: la erupcion malar,
lesiones cutaneas en forma de papulas o placas difusas que no dejan
cicatriz y placas eritematosas y descamativas bien delimitadas, con
tendencia a la cronicidad y crecimiento periférico (Pérez, Garcia,
Rodriguez y Rodriguez, 2005; Stichweh y Pascual, 2005; Harris et al.,
2006; Camacho y Lirola, 2007; Jiménez, 2011).

Artritis.

e ElI 90 % de los pacientes presentan dolor e inflamacion en las
articulaciones, siendo las mas afectadas las interfalangicas proximales y
metacarpofalangicas de manos, mufiecas y rodillas, aunque cualquier
otra articulacion puede ser afectada (Pérez et al., 2005; Stichweh 'y
Pascual, 2005; Harris et al., 2006; Camacho y Lirola, 2007; Jiménez,
2011).

Serositis.

¢ Inflamacion de los tejidos serosos del cuerpo, como los tejidos que
rodean los pulmones (pleura), corazon (pericardio) y la capa interior del
abdomen (peritoneo). Esta patologia se presenta en un pequefio numero
de pacientes a lo largo de la enfermedad y aun menos frecuente como
primer dato clinico de la misma. La prevalencia de serositis en LES es
del 12 % (Man y Mok, 2005; Pérez et al., 2005; Camacho y Lirola, 2007).

Vasculitis.
e Esta patologia se refiere a la inflamacion de los vasos sanguineos, cuyo

origen es inmune, esta mediada principalmente por el sistema del
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complemento, autoanticuerpos y la inmunidad celular. La vasculitis en
LES es sumamente frecuente, al punto que ocurre en mas del 50 %,
llegando a ser considerada la causa mas importante de vasculitis
secundaria (Nudenberg y Monti, 2005; Pérez et al., 2005; Harris et al.,
2006).

Citopenia.

Son alteraciones en las células sanguineas, que pueden ocasionar
anemia (principalmente la hemolitica que se presenta en un 10 % de los
pacientes), trombocitopenia y leucopenia (se encuentra en mas del 50 %

de los pacientes) (Pérez et al., 2005; Harris et al., 2006; Jiménez, 2011).

Nefritis Lupica (NL).

Trastorno renal causado por la inflamacion de los rifiones cuya
consecuencia puede ser la glomerulonefritis, nefritis intersticial y
pielonefritis. Esta complicacion se clasifica de acuerdo con ISN
(International Society of Nephrology) en seis clases en orden
ascendente, siendo la ultima la mas dafina o evolucionada. En cuanto a
la prevalencia de la NL, difiere segun los grupos de edad y el curso de la
enfermedad, siendo mas frecuente en adultos jovenes (39-60 %), sin
embargo un 80 % de los nifios desarrollan compromiso renal clinico a
medida que evoluciona la enfermedad (Stichweh y Pascual, 2005;
Gonzalez et al., 2006(b); Harris et al., 2006; Camacho y Lirola, 2007).

Manifestaciones Neuropsiquiatricas.

Estas incluyen a las complicaciones neurolégicas que se presentan en
LES e incluyen la difusion cognitiva, sindrome cerebral organico, delirio,
psicosis, crisis convulsivas, cefalea, corea y neuropatias periféricas. La
afectacion del sistema nervioso central se da entre 75 y el 80 % de los
pacientes durante el primer ano tras el diagndstico (Stichweh y Pascual,
2005; Camacho y Lirola, 2007; Jiménez, 2011).
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2. Genética de la enfermedad.

El factor genético no solo influencia la susceptibilidad si no la forma clinica,
como se ha demostrado en estudios epidemioldgicos en Estados Unidos. En
éstos se ha observado que el riesgo de padecer manifestaciones severas de
LES, asi como la edad de inicio de la enfermedad, varian segun el grupo étnico
(hispanos, Afro-americanos o caucasicos). Por ejemplo, en poblaciones no
caucasicas los pacientes tienden a ser mas jévenes y a sufrir una enfermedad
mas grave Yy activa, con afectacibn de sistemas como el renal o el
cardiovascular y una alta produccion de autoanticuerpos. Lo que sugiere que la
genética pudiera estar influenciando la prevalencia de los distintos fenotipos
(Suarez, 2010).

2.1. Factores Genéticos.

El factor genético sea quiza el mas importante para el desarrollo de la
enfermedad. Este se fundamenta principalmente en la agregaciéon familiar (10-
20 %) y la alta concordancia en gemelos monocigotos (24-58 %), que es
aproximadamente 10 veces mayor que en gemelos dicigotos (2-5 %) (Block,
Winfield, Lockshin, D’Angelo y Christian, 1975; Kelly y Harley, 2002; Velazquez
et al.,, 2012) y que el riesgo de los hermanos de padecer LES (As) es
relativamente mas alto (As = 8-29) en comparacion con otras entidades
autoinmunes. Estos datos han permitido estimar que la fraccidon de la
enfermedad que puede ser atribuible a los genes (heredabilidad) es
aproximadamente del 66 % (Harley, Kaufman, Langefeld, Harley, y Kelly, 2009;
Alarcon et al., 2005; Velazquez et al.,, 2012). De hecho, se estima que la
prevalencia del LES en los familiares de primer grado es 66 veces mayor que
en la poblacion general (2.64 vs 0.04 por 100 afectados con LES e individuos
sanos, respectivamente) (Wong y Tsao, 2006) y se ha documentado que esta
incrementa cuando existe un familiar de primer grado con otra enfermedad
autoinmune (4.1 %), especialmente si hay mas de un afectado en la familia
(11.3 %) (Velazquez et al., 2012).

Por otra parte, recientemente se encontré una correlacion significativa entre la
proporcion del componente amerindio y el incremento en el numero de alelos
de riesgo para LES (Sanchez et al., 2012(b)). En contraste, se ha demostrado

que los pacientes con LESp que tienen al menos un abuelo con ancestria
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europea, tienen un riesgo menor de desarrollar NL grave que los pacientes
pediatricos hispanos, asiaticos y afro-americanos sin ancestria europea,
independientemente del nivel socioeconémico (Frankovich, Hsu, y Sandborg,
2012; Sanchez et al., 2012(b)). Por lo tanto, es probable que en la poblacion
infantil el componente genético de susceptibilidad sea mayor que en el adulto y
posiblemente exista una relacién entre el numero de alelos implicados con la
edad de inicio, la prevalencia de ciertas manifestaciones clinicas y la gravedad
del padecimiento (Webb et al., 2011). En apoyo a esto, se ha estimado que los
antecedentes familiares del LES son 5 veces mas frecuentes en nifos (25 %)
que en adultos (5 %) (Michel et al., 2001).

2.2. Alelos de Susceptibilidad a LES.

Hasta el momento se han identificado mas de 30 loci asociados a LES
principalmente mediante la estrategia de gen candidato o a través de estudios
de asociacion amplios del genoma (GWAS) (Guerra, Vyse, y Graham, 2012;
Velazquez et al.,, 2012). Actualmente se han reportado mas de 50 genes
candidato asociados a LES, que muestran resultados reproducibles. Dentro de
estos genes se incluyen aquellos que codifican para proteinas del MHC-II
(HLA.-Il), la cascada del complemento (ITGAM), la activacion de células B
(FCGR2A), componentes de la via de sefalizacion del interferén tipo | (IRF5,
IRAK, TREX1 y TNFAIP3), proteinas reguladoras de la transduccion de sefales
en células B y T (BLK, BANK1, PTPN22, PDCD1 y CTLA4) y otras proteinas
implicadas en la regulacion inmune, la inflamacién, la quimiotaxis, la
maduraciéon de las células dendriticas y la pérdida de tolerancia inmunoldgica
(Wakeland et al., 2001; Bertsias et al., 2012; Graf et al., 2012; Velazquez et al.,
2012).

La mayoria de estos genes se agrupan en tres procesos bioldgicos
principalmente: 1) la depuraciéon y procesamiento de complejos inmunes, 2)
sefalizacion en células B y T, y 3) la via de sefalizacion de TLRs y la
produccion de IFN (Sanchez, Barajas, Ramirez, Moreno y Barbosa, 2004(a);
Rahman y Eisenberg, 2006; Harley et al., 2009; Delgado, Alarcon y Kozyrev,
2010; Tsokos, 2011; Bertsias et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Procesos bioldgicos en los que se agrupan los genes de asociacion a

LES. Estos procesos son: procesamiento y depuracion de complejos inmunes,

la sefializacion de células By T y la via de los TLRs e IFN (Harley et al., 2009).
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3. Via de los TLRs/IFN.

Datos clinicos y experimentales han documentado que niveles elevados de
interferon alfa (IFNa) en el suero de pacientes con LES, correlacionan
directamente con la gravedad de la enfermedad (Ardoin y Pisetsky, 2008;
Gilliet, Cao y Liu, 2008; Harley et al., 2009; Delgado et al., 2010; Kim et al.,
2013). En el mismo sentido, en afios recientes también se demostro la
sobreexpresion de genes inducibles por el IFNa (firma del IFN) que a su vez
correlacionan con varias manifestaciones clinicas de LES, como
glomerulonefritis, afeccion del sistema nervioso central y la presencia de
desordenes hematoldgicos, 1o que sugiere que la firma del IFN podria ser un
biomarcador para las formas mas graves de la enfermedad (Baechler et al.,
2003; Graham et al., 2006; Linga et al., 2007; Garcia-Ortiz et al., 2010; Nakano
et al., 2010; Bertsias et al., 2012).

Entre los principales inductores de la via del IFN se encuentran los receptores
tipo Toll (TLRs por sus siglas en ingles Toll-like receptors), dentro de los cuales
TLR7, TLR8 y TLR9 podrian tener relevancia en el desarrollo de LES, ya que
estos pueden ser activados por ARN y ADN, dos de las principales moléculas
que pueden contribuir a la ruptura de la tolerancia periférica contra antigenos
propios, produccion de autoanticuerpos y el consecuente desarrollo de
autoinmunidad (Gilliet et al., 2008; Herrero, 2010; Kim et al., 2013).

Mas aun, se han identificado polimorfismos de un solo nucleé6tido (SNPs por
sus siglas en inglés Single Nucleotide Polimorphism) en el gen IRF5 que se
relacionan directamente con el riesgo de presentar LES en poblacion mexicana
y el haplotipo de riesgo identificado (TCA) exhibe uno de los ORs mas altos
reportados para LES (10.5) (Linga et al., 2007). Otro gen de esta via que
mostré asociacion con LES en nuestra poblacion fue el gen TLR7 donde se
encontré que el incremento en el nimero de copias de este gen es un factor de
riesgo para desarrollar LES al inicio de la infancia, ademas de que proporciona
nuevas evidencias del papel que juegan los genes ligados al cromosoma X en

la susceptibilidad de esta enfermedad (Garcia-Ortiz et al., 2010).
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Lo anterior sugiere que otros genes involucrados en esta via pueden tener un
papel potencial en la etiopatogénesis de LES (Figura 2) (Gilliet et al., 2008;
Bertsias et al., 2012; Kim et al., 2013).
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Figura 2. Via de senalizacion de TLR7 y 9 en células dendriticas
plasmacitoides. Después de la introduccion de ligandos de acidos nucleicos al
citoplasma, los TLRs que residen en el reticulo endoplasmico (ER), en
asociacion con las proteinas UNC93B1 y gp96, migran desde éste hacia los
endosomas para unirse con sus agonistas y activarlos. Asi los cambios
conformacionales en los TLRs conducen a la sefalizacion de MyD88 y su
posterior asociacion con TRAF6 e IRAK4. El complejo MyD88 TRAF6- IRAK4
activa IRF7, TAK1, NF-kB e IRF5 para desencadenar sefales descendentes
que se veran reflejadas en la transcripcion de interferones tipo 1 y citocinas

proinflamatorias (Gilliet et al., 2008).
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3.1. Gen UNC93B1.

Una molécula importante para la via de sefalizacion de los TLRs/IFN, es el
homodlogo 1B de la proteina UNC93 de C. Elegans (UNC93B1), cuyo producto
codifica para una proteina chaperona necesaria para que los TLRs
endosomales (3, 7, 8 y 9) migren del reticulo endoplasmico a los endosomas,
evitando su paso por el aparato de Golgi y su posterior degradacion en la
membrana celular (Tabeta et al., 2006; Brinkmann et al., 2007; Gilliet et al.,
2008; Kim et al., 2013), jugando asi un papel crucial en la regulacién de la
senalizacion por TLRs. EI marco de lectura abierto de este gen codifica para
una proteina de 598 aminoacidos, la cual se encuentra anclada al reticulo
endoplasmico y se expresa en células T, B y dendriticas (Figura 2) (Tabeta et
al., 2006; Brinkmann et al., 2007; Gilliet et al., 2008; Kim et al., 2013).

Aun no se ha explorado si variantes genéticas en el gen UNC93B1 se
encuentran asociadas al riesgo a desarrollar LES. En 2010, Nakano vy
colaboradores demostraron que los pacientes con LES exhiben niveles
elevados del mMRNA de este gen en comparacion con controles sanos. Mas aun
también muestran que estos niveles de expresidon correlacionan directamente
con los niveles de anticuerpos anti-dsDNA, asi como con el indice de actividad
de la enfermedad de LES (SLEDAI, por sus siglas en inglés Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index). Lo anterior sugiere a UNC93B1 como
un gen candidato para LES, este gen se encuentra en el locus 13.2 del brazo
largo del cromosoma 11 (11g13.2), contiene 11 exones y su secuencia es de
13 879 nucledtidos (Figura 3, A y B) (Kashuba et al., 2002). En esta regién se
han reportado variaciones en el numero de copias (CNVs), un tipo de
polimorfismos genéticos que se piensa son de los que mas contribuyen a la

variabilidad en el fenotipo (Figura 3, C) (Lee et al., 2013).
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Figura 3. Ubicacion y estructura genética de UNC93B1. A) Esquema del
cromosoma 11 donde se ubica (en rojo) el gen UNC93B1, 11g13.2 y B)
Esquema del gen UNC93B1, donde se indica el numero de exones
(rectangulos verticales verdes) dentro de este gen (fuente: National Center for
Biotechnology Information/PubMed). C) CNVs registradas en UNC93B1, rojo =
perdidas, azul = ganancias, cafe = variantes complejas, negro = desconocida,
morado y verde = duplicaciones segmentadas (fuente: Database of Genomic

Variants).
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4. Variaciones en el Numero de Copias (CNVs).

Las CNVs son cambios submicroscopicos de fragmentos de DNA que varian
desde 1 Kb a varias Mb, en comparacién con un genoma de referencia cuyo
nuamero varia entre individuos y tienen una frecuencia igual o mayor al 1 % en
la poblacion general (Madrigal, 2008; Hastings, Ira y Lupski, 2009; Suhani y
Harish, 2011; Graf et al., 2012). Estos polimorfismos representan una de las
principales fuentes de variacion gendmica con cerca de 1 500 regiones
variables, las cuales abarcan mas del 12 % del genoma (Redon et al., 2006;
Madrigal, 2008). A la fecha, en la base de datos de variaciones gendémicas
(Database of Genomic Variants) hay descritas 491.894 a lo largo de todo el

genoma (Tabla 4, apéndice 1).

Uno de los mecanismos por los cuales las CNVs influyen en la variabilidad del
fenotipo, es a través de la alteracién de los niveles de expresion de los genes
que se encuentran en ellas, ya que un gran numero de CNVs contienen la
informacion necesaria para realizar transcripciones enteras de los genes en los
que estan inmersas y cuando es asi, existe una correlacion directa entre el
aumento en el numero de copias y los niveles de mRNA (Feuk, Marshall, Wintle
y Scherer, 2006(b); Graf et al., 2012). Los eventos de recombinacion no
homdlogos que subyacen a los cambios en el numero de copias permiten la
recombinacién de exones entre diferentes genes por translocacion, insercién o
eliminacién, por lo que las proteinas pudieran adquirir nuevos dominios y por

ende funciones diferentes (Hastings et al., 2009).

Muchas de las CNVs son desfavorables y en la mayoria de los casos conducen
a un grupo de condiciones patologicas conocidas como trastornos gendémicos
(Lupski, 1998; Hastings et al., 2009). La manera en la que estos polimorfismos
contribuyen a estos trastornos, es mediante la disrupcién directa de uno o
varios genes debido a los reordenamientos cromosdmicos que causan, efectos
directos en la alteracion de la dosis o la expresion génica, o0 bien
desenmascarando alelos recesivos o polimorfismos funcionales (Feuk, Andrew
y Scherer, 2006(a); Hastings et al., 2009).
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4.1. Estudios de CNVs asociadas a LES.

Recientemente, las CNVs han sido asociadas a la susceptibilidad de
enfermedades neuroldgicas, desordenes cardiovasculares, enfermedades
infecciosas y autoinmunes, enfermedades metabdlicas, cancer, entre otros

trastornos (Suhani y Harish, 2011).

Diversos estudios han documentado la asociacion de CNVs en diferentes
genes de la respuesta inmune a LES. Uno de los primeros reportes involucré
variaciones geneticas del gen FCGR3B, en donde individuos con menos de dos
copias de este gen, presentan un incremento en el riesgo de desarrollar LES
(Fanciulli et al., 2007; Willcocks et al., 2008). Otra asociaciéon es la del
componente 4 del complemento (C4, incluyendo C4A y C4B) en donde la
disminucién en el numero de copias (NC) del gen C4 aumenta el riesgo de
padecer LES y viceversa (Yang et al., 2007). Y por ultimo destaca lo reportado
por Garcia-Ortiz y colaboradores en 2010, en poblacion mexicana, en el gen
TLR7, cuyo aumento en el NC esta relacionado con un mayor riesgo de
padecer LESp, ademas de que este aumento en la dosis génica también

correlaciona con los niveles de mRNA (Garcia-Ortiz et al, 2010).

Lo anterior sugiere que las CNVs en otros genes del sistema inmune como
UNC93B1 pueden estar involucradas en el desarrollo de LES en nuestra

poblacion.
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5. Justificacion.

La identificacion de los factores genéticos que predisponen a LES en nuestra
poblacién ayudara a mejorar el entendimiento de las bases fisiopatologicas de
esta entidad, ademas de que en un futuro, pueden ayudar al desarrollo de
nuevas estrategias para la prevencion/pronostico, diagnéstico y a la

identificacion de nuevos blancos terapéuticos.

Por otro lado, existen diversas evidencias de la participacion de la via TLRs/
IFNI en el desarrollo de LES. Lo que sugiere que ademas de las reportadas,
otras moléculas dentro de esta via pueden estar involucradas en el desarrollo y
evolucion de la enfermedad. Dentro de los genes candidato mas atractivos de
esta via se encuentra UNC93B1 cuya funcion es esencial para funcion correcta
de los TLRs endosomales y su posterior cascada de sehfalizacién hacia la
produccion de IFNI y citocinas proinflamatorias. Mas aun la sobre-expresién de
este gen correlaciona directamente con los titulos de autoanticuerpos anti-
dsDNA y con el SLEDAI. Lo anterior sugiere que polimorfismos en UNC93B1,
especialmente CNVs pudieran estar involucrados en la susceptibilidad a

desarrollar LESp o alguna de sus complicaciones, como la NL.
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6. Hipoétesis.
El aumento en el numero de copias del gen UNC93B1 puede conferir

susceptibilidad a LESp.
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7. Objetivos.
7.1. Objetivo general.
Evaluar si CNVs del gen UNC93B1 se encuentran relacionadas con la

susceptibilidad a desarrollar LESp.

7.2. Objetivos particulares.
¢ Evaluar la correlacion que existe entre las CNVs del gen UNC93B1 y los
dos genes enddgenos de referencia.

+«» Establecer si existe correlacion entre el genotipo y el desarrollo de NL.
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8. Material y métodos.

8.1. Estrategia experimental.

Laboratorio de Inmunogenémicay
Enfermedades Metabdlicas del
INMEGEN.

Banco de DNA de controles

Banco de DNA de Pacientes con

(200 9Q).

LESp (ACR) (198 Q) no
relacionados.

Curva Estandar por q-PCR.

-Diluciones senadas 1:2 por triplicado.

Curva de disociacion por g-PCR.

2 pares de oligonucledtidos
especificos para el gen
UNC93B1, con mas de 1 Kb de
separacion.

2 pares de oligonucleétidos
especificos para dos genes
housekeeping.

-TBP
-UNC93B1 1
- -HPRT1

-UNC93B1_2

Cuantificacion de las CNVs del gen

UNC93B1 mediante el método: 2-88CL

Analisis estadisticos.
Prueba de Spearman. Prueba U de Mann-Whitney.

-Para determinar la comelacion entre el
NC de UNC93B1, obtenidas mediante los
cuatro pares de oligonucleétidos.

-Para detemminar la asociacion de las
CNVs entre casos y controles.

Regresion logistica.

-Para calcular los ORs a un intervalo de
confianzadel 95 %.
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8.2. Pacientes.

Se utilizaron 198 muestras de DNA gendmico de pacientes femeninos no
relacionados con LESp, diagnosticados de acuerdo a los criterios del ACR, y
200 muestras correspondientes a mujeres sanas sin antecedentes de
enfermedades autoinmunes. Todas las muestras mencionadas con anterioridad
forman parte del banco de DNA del laboratorio de Inmunogendmica y
Enfermedades Metabdlicas del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN).

8.3. Curva estandar y eficiencia de oligonucleétidos.

La construccion de las curvas estandar se realizd utilizando un control
femenino, el cual se demostré previamente que posee dos copias de UNC93B1
como calibrador. Para la elaboracion de la curva estandar se realizaron siete
diluciones seriadas 1:2, cada una por triplicado, partiendo de una concentracion
inicial de 80 ng/uL. En total se probaron cuatro pares de oligonucleoétidos, dos
de ellos especificos para UNC93B1 separados por mas de 1 Kb y los otros dos

para genes enddgenos o housekeeping (TBP y HPRT1) (Tabla 2).
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Tabla 2. Tabla de oligonucledtidos del gen blanco y los dos genes

housekeeping.

Gen Oligonucleétido Secuencia Amplicén [ Distancia
(pb) (pb)
UNC93B1 F-5"CCATCGCCGCCCTGCTCTACACS3’
UNC93B1_1 147
R-5"GGTGTTTGTGGGGCGAGGGAA3’
z ; 6501
F-5"GGGATCCTCAGCGGCTTCAACAAS
UNC93B1_2 278
R-5"CTGAGTTGGGGAGCTAGGGCCGAG3’
TBP F-5"GTGAGAAGATGGATGTTGAGTTGC3’ 151
TBP 151
R-5"CCAGATAGCAGCACGGTATGAG3’
HPRT1 F-5°’ACCATGGTACACTCAGCACG3’ 150
HPRT1 150
R-5"GACCCCACGAAGTGTTGGAT3’
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El ensayo se llevo a cabo por PCR en tiempo real (q-PCR) utilizando: 1 yL de
SYBR green PCR master mix (1 mM) (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), 0.8 yL de MgCl, (25 mM), 0.4 pL de dNTP’s (2.5 mM), 0.15
pL del oligonucledtido fordward (0.01 mM), 0.15 uL del oligonucledétido reverse
(0.01 mM), 6.4 pL de H,O grado biologia molecular, 0.1 yL de AmpliTaq Gold®
DNA polimerasa (5 U/ pyL) (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) y
1 uL de gDNA, para obtener un volumen final de 10 pyL por reaccion. La
reaccion de g-PCR se llevé a cabo en un termociclador ABI PRISM 7900 HT
Instrument (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones de
termociclaje: 95 °C por 3 minutos seguido de una etapa de 40 ciclos a 95 °C
por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos y 72 °C por 30 segundos; y por ultimo
una etapa de disociacion compuesta por 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15
segundos y 95 °C 15 segundos tanto en pacientes como en controles sélo se

utilizaron muestras con una concentracién de DNA de 20 a 25 L.

La especificidad de los oligonucledtidos se obtuvo por el analisis de curva de
disociacion, en la cual se mide la perdida de emisién de fluorescencia debido al
aumento gradual de la temperatura después de la reaccion de PCR. La
presencia de un solo pico indica que existe un solo producto en la reaccion,

confirmando asi la especificidad de los oligonucleétidos.

La eficiencia de la PCR, de los cuatro pares de oligonucleétidos se obtuvo mediante la

siguiente ecuacion:
E =109 _1

En donde S es la pendiente de la curva estandar, la cual es independiente para

cada par de primers.

2°88Ct - tilizando los dos

El calculo de las CNVs se realiz6 mediante el método
genes housekeeping y un calibrador, el cual previamente se demostrdé que
posee 2 copias del gen blanco (UNC93B1). En este caso el calibrador es el

control femenino utilizado para la construccion de la curva estandar.

8.4. Método 224,
Es un método de cuantificacion relativa que se basa en la comparacién directa

de los valores de Ct. En este método primero se obtiene la diferencia que
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existe entre el Ct del gen objetivo y el gen enddgeno, y después se obtienen los
valores relativos del numero de copias del gen de interés en comparacion con
el calibrador. Tal método se describe a continuacibn y para mayor
entendimiento vale la pena mencionar que: gen objetivo = UNC93B1 1 o
UNC93B1_2, gen referencia = TBP o HPRT1, muestra = cualquiera de los 398
individuos analizados, y calibrador = control femenino utilizado para la

construccion de la curva estandar.

En primer lugar se determin6 el valor de ACt para cada muestra mediante el
calculo de la diferencia entre el valor de Ct del gen objetivo y el valor de Ct del
gen enddgeno. El ACt se determiné para cada muestra desconocida y para el

calibrador.
ACt (muestra) = Ct del gen objetivo — Ct del gen de referencia
ACt (calibrador) = Ct del gen objetivo — Ct del gen de referencia

A continuacion, se determiné el valor del AACt de cada muestra restando el

valor del ACt de la muestra menos el ACt del calibrador.
AACt = ACt de la muestra — ACt del calibrador

Por ultimo, como las eficiencias de PCR, del gen objetivo y el de referencia
fueron comparables, se normalizaron los valores de AACt de cada muestra

mediante la siguiente formula:

2—AACt

Asi pudimos obtener una cuantificacion relativa del numero de copias de
UNC93B1, que posee cada muestra, en comparacion con el numero de copias

que posee el calibrador.

8.5. Analisis estadistico.

La prueba de Spearman se us6 para determinar la correlacion entre el numero
de copias relativo de UNC93B1 estimado por g-PCR utilizando dos pares de
oligonucledtidos para UNC93B1 y dos genes “housekeeping”.

El estudio de asociacion se realizé comparando las CNVs de UNC93B1 entre

casos y controles, mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

Pagina | 32



Implementando el software GraphPad Prism V 6.0. Los ORs a un intervalo de
confianza al 95 % se calcularon con un modelo de regresion logistica
implementando en software SPSS V 16.0, utilizando como variable
dependiente el estatus de caso o control y como variable de prediccion el

numero de copias de UNC93B1.
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9. Resultados.

9.1. Validacioén de los productos de PCR.

La especificidad de los productos de PCR fue verificada mediante curvas de
disociacion. Donde la presencia de un solo pico para cada uno de los pares de
oligonucledtidos fue indicativo de la presencia de un solo producto de PCR. Lo
anterior se observo para cada uno de los cuatro pares de oligonucleétidos. En
la figura 4 se muestran las graficas para cada uno de los productos de PCR,
UNC93B1_1, UNC93B1_2 (Figura 4A y 4B), TBP y HPRT1 (Figura 4C y 4D).

Las graficas se generaron en el software SDS 2.3 (Applied Biosystems, Ca.).

9.2. Construccion de curvas estandar.

La construccion de la curva estandar se realizé con la muestra calibrador, los
resultados de este analisis muestran una alta reproducibilidad, ya que los
coeficientes de correlacion R? fueron mayores a 0.99 (Figura 5). Mas aun la
pendiente calculada para estas curvas oscild entre -3.64 y -3.44, lo cual es un
indicativo de la eficiencia de PCR (E) la cual estuvo en un intervalo de
oscilacion entre 88.03 y 95.1 % para los cuatro pares de oligonucleétidos,
siendo el par correspondiente a UNC93B1 2 el que presentd la mayor
eficiencia con 95.1 %, seguido de TBP y UNC93B1_1, con 94.39 y 921 %
respectivamente, mientras que la eficiencia mas baja fue la de HPRT1 con
88.03 % (Figura 5).
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Figura 4. Curvas de disociacion de los cuatro pares de primers. UNC93B1_1
(A), UNC93B1_2 (B), TBP (C) y HPRT1 (D), en cada una de ellas se observa
la amplificacion por triplicado para cada producto de PCR, en comparacién con
el control negativo el cual no amplificd. En cada grafica se puede visualizar la

temperatura en la que ocurre la disociacién del segmento especifico de cada

par de oligonucledtidos.
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Figura 5. Curvas estandar de los cuatro pares de oligonucleétidos. Cada curva

estandar se generd utilizando: siete diluciones seriadas 1:2, partiendo de 80

(como parte del modelo y = mx+b), el coeficiente de correlacion (R?) y la
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La estimacion del NC de UNC93B1 con los dos pares de oligonucleotidos y con
los dos genes enddégenos fue reproducible, mostrando una correlacion
significativa entre las diferentes estrategias utilizadas para hacer la estimacion
de las CNVs. Esta correlacion se obtuvo mediante la prueba de Spearman,
comparando en primer lugar las CNVs calculadas de los controles endégenos
(TBP Y HPRT), para esta estimacién se encontré que el coeficiente de
correlacion de la comparacién entre UNC93B1_1/TBP vs UNC93B1_1/HPRT1
(r =0.6627, IC al 95 % = 0.6020-0.7157, p < 0.0001) es menor que en el caso
de UNC93B1_2/TBP vs UNC93B1_2/HPRT1 (r = 0.8401, IC al 95 % = 0.8076-
0.8675, p < 0.0001) aunque en ambos casos es estadisticamente significativa
(Figura 6A y 6B respectivamente). Cuando se compararon las CNVs calculadas
entre los dos pares de oligonucleétidos separados por mas de una Kb los
resultados fueron reproducibles, mostrando que tanto para el caso de
UNC93B1_1/TBP vs UNC93B1_2/TBP (r = 0.5902, IC al 95 % = 0.5202-0.6522,
p < 0.0001) como para UNC93B1_1/ HPRT1 vs UNC93B1_2/HPRT1 (r =
0.6431, IC al 95 % = 0.5798-0.6987, p < 0.0001) el coeficiente de correlaciéon

es estadisticamente significativo (Figura 6C y 6D respectivamente).
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Figura 6. Correlaciones de Spearman, construidas a partir del NC relativo del
gen UNC93B1, utilizando los cuatro pares de cebadores. Coeficiente de
correlacion y valor de p del NC de UNC93B1, calculado a partir de los dos
pares de cebadores correspondientes a los genes enddgenos:
UNC93B1_1/TBP vs UNC93B1_1/HPRT1 (A) y UNC93B1_2/TBP vs
UNC93B1_2/HPRT1 (B). Asi mismo también se muestra el coeficiente de
correlacion y su valor de p de los dos pares de cebadores correspondientes al
gen blanco separados por mas de 1 Kb de separacién: UNC93B1_1/TBP vs
UNC93B1_2/TBP (C) y UNC93B1_1/ HPRT1 vs UNC93B1_2/ HPRT1 (D).
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9.3. Comparacion del numero de copias entre casos y controles.

Una vez confirmada la presencia de las CNVs en el gen UNC93B1, se compard
el NC relativo entre casos y controles mediante la prueba no paramétrica de U
de Mann-Whitney. Los resultados indican que existe un incremento significativo
del NC de UNC93B1 (p < 0.0001), en los pacientes diagnosticados con LESp
(mediana = 1.17, intervalo = 0.1-3.3) en comparacion con los controles
(mediana = 0.9, intervalo = 0.02-2.3) (Figura 7A), lo que sugiere que estos
polimorfismos pueden estar asociados a la susceptibilidad a desarrollar LESp
en nuestra poblacién. Al estratificar la poblacion en casos con NL (mediana =
1.1, intervalo = 0.1-3.3) y sin ella (mediana = 1.1, intervalo = 0.4-2.3) se
observo que las CNVs de UNC93B1 no presentaron diferencias significativas al
momento de la comparacion (p = 0.5854), lo que nos indica que aunque estos
polimorfismos pudiesen estar asociados con LESp no estan relacionados con el
desarrollo de NL (Figura 7B).
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Figura 7. Comparacion entre el NC relativo de UNC93B1 entre pacientes con
LESp y controles sanos (A) y pacientes diagnosticados con NL en comparacién
con los que no la presentan (B). Dentro de los graficos cada punto corresponde
a un individuo y el valor de p indica o no la existencia de diferencias

significativas entre cada comparacion.
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El numero absoluto de copias de UNC93B1 fue significativamente mayor en el
grupo de pacientes con LES en comparacion con el grupo de controles. La
frecuencia de ganancias de UNC93B1 fue del 27.3 % (n/N) en los pacientes
con LESp (mediana = 1.17, Intervalo = 0.1-3.3), en comparacion con los
controles donde el porcentaje registrado fue del 11.5 % (n/N), practicamente
menos de la mitad (mediana = 0.9, intervalo = 0.02-2.3). Por otra parte, la
presencia de menos de dos copias de UNC93B1 se observdé con mayor
frecuencia en el grupo de controles con 31 % (n/N), mientras que en el caso de
los pacientes, este de 9.6 % (n/N). La presencia de ganancias en los pacientes
diagnosticados con NL (n = 63) fue del 28.8 % (n/N), en comparacion con los
pacientes diagnosticados sin NL, mientras que los individuos que registraron

menos de dos copias fueron solo el 9.8 % (n/N) (Tabla 3).

El estudio de regresion logistica mostrdé que hay un riesgo incrementado para
desarrollar LESp en los pacientes femeninos con mas de dos copias de
UNC93B1 (OR = 2.16, p = 0.006, IC al 95 % = 1.246-3.743), mientras que la
presencia de menos de dos copias de UNC93B1 parece ser un factor de
proteccion para LESp (OR = 0.282, p < 0.0001 y un IC al 95 % = 0.159-0.5).
Por otro lado al comparar la frecuencia de las CNVs de UNC93B1 entre
pacientes con NL y sin NL, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 3). Lo anterior sugiere que el incremento en el numero de
copias de UNC93B1 mas que estar asociado a NL, es un factor de riesgo para

desarrollar LESp.
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Tabla 3. Riesgo estimado para el numero de copias mayor o menor a dos, de
UNC93B1 para el desarrollo de LESp y NL.

Grupo Numero Casos Controles | OR | IC al p*
de Copias | n/N+ (%) | n/IN (%) 95 %
Pacientes <2 54/198 23/200 216 | 1.246 0.006
(27.3) (11.5) a
3.743
<2 19/198 62/200 0.28 | 0.159 | <0.0001
(9.6) (31) 2 a0.5
Pacientes <2 47/163 23/200 1.00 | 0.524 0.803
con (28.8) (11.5) 9 a
Nefritis 2.303
Lupica <2 16/163 62/200 1.13 | 0.364 0.829
(9.8) (31) 3 a
3.527

-|-Individuos con pérdidas o ganancias de UNC93Bl1 / numero total de

individuos en el grupo de referencia.

*Valor obtenido mediante regresion logistica.
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10. Discusion.

En afos recientes se ha incrementado la evidencia de la participacion del
sistema inmune innato en la generacion y mantenimiento de la respuesta
autoinmune. Una de las vias mejor conocidas que regula una respuesta inmune
innata es la transduccion de sefales a través de los receptores tipo Toll. En
este sentido varias moléculas que participan en esta via que se han
involucrado en el desarrollo de LES (Gilliet et al., 2008; Murphy et al. 2009(a);
Murphy et al., 2009(b); Delgado et al., 2010; Kim et al., 2013).

Un ejemplo de lo anterior es lo reportado por Garcia-Ortiz y colaboradores en
2010, que muestran que el aumento en el NC del gen TLR7 es un factor de
riesgo para desarrollar LES al inicio de la infancia, lo que recientemente fue
corroborado por Valencia-Pacheco y colaboradores en poblacién mestiza del
estado de Yucatan (Valencia-Pacheco et al., 2013). Lo anterior aunado a
reportes de nuestro grupo de trabajo y otros, donde otros genes de esta via
como IRF5, STAT1, STAT4 e IRAK1 (Linga et al., 2007; Jacob et al., 2009;
Abelson et al., 2009), pone de manifiesto la importancia de esta via de
senalizacion en la etiopatogénesis de LES y sugiere que otras moléculas
dentro de esta via pueden estar involucradas. En este sentido una molécula
que resulta crucial para regular la sefalizacion de la via de los TLRs es
UNC93B1. Aunado a lo anterior, reportes previos han sugerido que este gen

puede ser candidato para LES.

En el presente trabajo se evalud la presencia de CNVs del gen UNC93B1 por
PCR en tiempo real entre casos con LESp y controles sanos. Las diferentes
estrategias utilizadas para la evaluacion de las CNVs (dos pares de
oligonucledtidos separados por mas de 1 Kb y dos de genes enddgenos)
mostraron reproducibilidad a un nivel significativo de (p < 0.0001 en todos los
casos), lo cual es un indicativo de la reproducibilidad de nuestras estimaciones.
Sin embargo los coeficientes de correlacion por debajo del 80 % en algunos
casos, sugieren que existe cierta heterogeneidad en nuestros datos. Lo anterior
puede deberse a varios factores, incluyendo la calidad del DNA, la propia
metodologia utilizada, asi como errores de genotipificacion, lo anterior sugiere
que se requieren controles de calidad adicionales, previos y posteriores a la

genotipificacion de CNVs para eliminar esta variabilidad de las estimaciones.
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Ademas de estos controles de calidad se sugiere que se utilicen metodologias
alternativas como la relacion de secuencias paralogas (PRT por sus siglas en
inglés: paralogue ratio test). Sin embargo dado el alto nivel de astringencia
nuestros resultados muestran que la estimacién de las CNVs de UNC93BL1 por
la metodologia utilizada en el presente proyecto, es adecuada para la

estimacion del numero relativo de copias de este gen.

Nuestros resultados muestran que existen diferencias significativas entre el
numero de copias relativo del gen UNC93B1 en pacientes con LESp, en
comparacién con individuos sanos (p < 0.0001). Mas aun la presencia de mas
de dos copias de este gen se observé en el 27.3 % de los pacientes, mientras
que en el grupo control fue del 11.5 %, el riesgo calculado, OR = 2.16 (p =
0.006, IC al 95 % = 1.246-3.743) para los pacientes con mas de dos copias del
gen blanco es indicativo de que estos individuos tienen aproximadamente el
doble de riesgo de desarrollar LESp en comparacién con los individuos que
poseen dos copias. Esto es importante debido a que es la primera vez que se
asocia el aumento en el NC en este gen con la susceptibilidad a desarrollar
LESp. Por otro lado la presencia de menos de dos copias parece ser un factor
de proteccion para LESp, OR = 0.282 (p < 0.0001, IC al 95 % = 0.159-0.5). Lo
anterior resalta la importancia de la dosis génica, como un factor de riesgo para
el desarrollo de procesos autoinmunes. Estos resultados apoyan lo reportado
por Garcia-Ortiz y colaboradores en 2010, en donde registran que el aumento
del NC del gen TLR7 (gen de la via TLRs/IFNI) también esta asociado a la
susceptibilidad de presentar LESp.

Uno de los principales mecanismos por los cuales las CNVs pueden alterar el
fenotipo es a través de la modificaciéon de la dosis génica, causando que los
genes que se encuentran en regiones de CNVs sean mas propensos a sufrir
cambios en sus niveles de expresion, existiendo en muchos casos, una
correlaciéon directa entre las CNVs y los niveles de expresion de los genes

donde se encuentran contenidas.

Este aumento en la dosis génica pudiera explicar parte de la patogénesis de la
enfermedad, debido a la funcién que tiene la proteina codificada, pues es

fundamental para el correcto funcionamiento de los TLRs endosomales.
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Tomando en cuenta que nuestros resultados sugieren que los pacientes con
LESp poseen mas copias del gen UNC93B1 y que este aumento es factor de
riesgo para desarrollar la enfermedad. Es de especularse que también los
niveles de expresion de este gen sean mayores en pacientes con LESp, lo cual
favoreceria el aumento en el transporte de los TLRs y por ende la
desregulacion en el reconocimiento de los ligandos enddgenos (Tabeta et al.,
2006; Brinkmann et al., 2007; Gilliet et al., 2008; Kim et al., 2013). Lo anterior
se sustenta en la biologia misma de los TLRs endosomales donde un
inadecuado transporte de estos a los compartimentos endosomales culmina en
aberraciones en la sefalizacion mediada por estos receptores (Herrero, 2010;
Gilliet et al., 2008; Vadillo y Pelayo, 2012; Kim et al.,, 2013). En un reporte
previo Nakano y colaboradores en 2010, encontraron que pacientes con LES
sobreexpresan al gen UNC93B1, tanto a nivel de mRNA como de la proteina,
en comparacion con controles sanos. Mas aun, también encontraron una
correlacion entre los niveles de mRNA de UNC93B1 con la produccion de
anticuerpos anti-dsDNA y el SLEDAI. Sin embargo al no investigar la presencia
de CNVs de UNC93B1 en los pacientes con LES no es posible aseverar lo
anterior, ademas de que hay que considerar los diferentes mecanismos de
regulacion de la expresibn que pudieran estar involucrados en la
sobreexpresion del transcrito. Debido a lo anterior, se requieren de futuros
experimentos para elucidar si estos polimorfismos se correlacionan con los
niveles de expresion de este gen y si tienen alguna relaciédn con las

caracteristicas clinicas de LESp.

En LESp, el aumento en el reconocimiento de los ligandos enddégenos aumenta
la produccién de IFNI (Graham et al., 2006; Gilliet et al., 2008; Garcia-Ortiz et
al., 2010), por lo que pudiese ser que el aumento en el NC del gen UNC93B1
no soélo esté influyendo en el transporte de los TLRs, sino también en el
aumento de la concentracion de estas citocinas, es decir, con el aumento de
esta proteina de transporte, la cantidad de TLRs endosomales funcionales
puede aumentar, generando un mayor reconocimiento de ligandos y por ende
un aumento en la produccion de IFNI. Sin embargo dada la naturaleza de
nuestro estudio no podemos corroborar si existe correlacion entre el numero de

copias de UNC93B1 con los niveles de interferon entre pacientes y controles.
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Cabe destacar que también es importante considerar para futuros estudios las
diferentes correlaciones que pudiesen existir entre las CNVs de UNC93B1 y
otros genes de susceptibilidad para la enfermedad ya identificados en esta
poblacion, asi como la relacion que pudieran presentar estos polimorfismos con
otro tipo de variables, como la edad de inicio de la enfermedad, el sexo, las
diferentes complicaciones que pudiesen presentar los pacientes, entre otras.
También es fundamental tomar en cuenta los diferentes haplotipos dentro o en
las cercanias del gen UNC93B1, ya que pudiesen estar interviniendo en los

mecanismos de regulacidn de la expresion genética.

A pesar de que la via TLRs/IFNI es parte fundamental de la patogénesis de
LESp (Harley et al., 2009; Delgado et al., 2010; Tsokos, 2011; Kim et al., 2013),
hoy en dia existen pocos estudios enfocados a conocer el papel que juega la
dosis de sus diferentes genes, en relacion con la susceptibilidad, la gravedad y
la evolucién de la enfermedad, sin mencionar que en poblacion mexicana los
estudios son aun mas escasos. Esto hace que estudios como este y como el
de Garcia-Ortiz et al. en 2010 sean importantes, pues generan nuevos
conocimientos que bien podrian ser usados para la busqueda de
biomarcadores genéticos, para regular la expresion génica o bien generar
terapias menos agresivas para los pacientes. Los resultados de esta
investigacién podrian proporcionar un nuevo enfoque para el desarrollo de
farmacos o terapias menos nocivas. Ademas, el simple hecho de saber que los
pacientes con LESp presentan un mayor NC en comparacién con individuos
sanos pudiera ser utilizado como biomarcador genético para conocer el riesgo

que tienen las personas de presentar la enfermedad.
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11. Conclusiones.

La dosis génica del gen UNC93B1 se encuentra relacionada con la
susceptibilidad a desarrollar LESp en poblacién mexicana, siendo el
aumento en el numero de copias un factor de riesgo para presentar la
enfermedad.

No se encontré correlacion entre el aumento o la disminucion en el

numero de copias del gen UNC93BL1 y el riesgo para desarrollar NL.
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13. Apéndice 1.

Tabla 4. Clasificacion de la variacion genética en el genoma humano (Madrigal,

2008).

Tipo

Definicion

Frecuencia en el Genoma Humano

Single Nucleotide
Polimorphism
(SNP)

Variante
delecion/insercién
(InDel)

Microsatélite

Minisatélite y
numero de
repeticiones en
tandem (VNTRs)
Variaciones en el
Numero de Copias

(CNVs)

Inversion

Sustituciones de una base
presentes en>1 % en una
poblacién determinada
Delecidn o insercion de un

segmento de DNA

Repeticiones multiples de
1-6 pb
Secuencias polimdrficas
de 20-50 copias de

repeticiones de 6 a 100 pb

Cambios numéricos > 1
Kb, presentes en >1 % en
una poblacion
determinada
Reordenamientos que
causan gue un segmento
de DNA esté presente en

orientacién inversa

Mas de 10 millones de SNPs

Aprox. mas del millén de polimorfismos de

insercién/delecién > 1 pb

> 1 millén de microsatelites

Aprox. 150 000 minisatélites

Se estima que abarcan aproximadamente

12 % del genoma

Frecuencia estimada de inversiones
microscopicamente visibles es de 0.12 a 0.7
% (pericéntricas); se desconoce la

frecuencia de inversiones submicroscdpicas
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