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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de las enfermedades
autoinmunes, en la que se afectan diversos oérganos. Se presenta con una
incidencia de 10 casos por cada 100 000 habitantes, siendo mas frecuente en las
mujeres con una relacion M:H de 9:1. De acuerdo a la edad de inicio de la
enfermedad, el LES se clasifica en LES adulto (LESa), si se diagnostica después
de los 16 afios, y en LES pediatrico (LESp), diagnosticado antes de de esta edad.
El LESp se presenta del 15-20 % del total de los casos de LES y se caracteriza
por presentar sintomas mas agudos y graves en comparacion con LESa,
principalmente la nefritis lupica (NL), una grave consecuencia de los sintomas

comunes en Iupus.

EL LES es una enfermedad compleja, en la que intervienen diversos factores que
predisponen al individuo a desarrollarla Dentro de las variantes genéticas que se
han asociado a LES se encuentran el haplotipo de riesgo localizado en la regién
Xq28, principalmente en el gen de la cinasa-1 asociada al receptor de interleucina-
1 (IRAK1, por sus siglas en inglés: Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 1). El
SNP rs1059702 (A/G), localizado en el exdon 5 de IRAK1, forma parte del haplotipo
de riesgo, es un SNP no sinénimo (S196F) y se ha implicado en el aumento de la
translocacion del factor de transcripcion, NF-kB, al nucleo. De igual manera este
polimorfismo se ha correlacionado con bajos niveles de mRNA de la proteina 2 de
unién a sitios CpG metilados (MECP2, por sus siglas en inglés: Methyl-CpG-

Binding-Protein 2) que se encuentra aledafo a IRAK1.

En el presente trabajo se genotipificé el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP,
por sus siglas en inglés: Single Nucleotide Polymorphism) rs1059702 en 417
pacientes con LESp y 434 controles. Se calcularon las frecuencias alélicas y
genotipicas de la poblacion de estudio y se compararon con las reportadas en la
base de datos 1000 Genomas para otras poblaciones con diversos origenes
étnicos. De manera interesante, se encontré que el alelo de riesgo A es mas
frecuente en la poblacion mexicana. Por otro lado, en el estudio caso-control con

LESp y NL, se observé en ambos casos una asociacion significativa (OR=1.401y
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P=0.0016; OR=1.886 y P=0.0010, respectivamente). El analisis de desequilibrio de
transmision (TDT) mostré que el alelo A se sobre-transmite de padres a hijos en

51%, sin embargo, estos resultados no fueron significativos (P=0.0652).

En conclusién, se observd que en la poblacion mexicana el SNP rs1059702
presenta una distribucidon alélica y genotipica diferente a la reportada para otras
poblaciones, siendo mas frecuente el alelo de riesgo en ésta, lo que sugiriere que
esta variante ha sido enriquecida en nuestra poblacién. Finalmente, este alelo se
asocio a riesgo para LESp y NL, por lo que podria jugar un papel importante en la

fisiopatologia del LES.



Abreviaturas

ACE: Enzima conversora de Angiotensina | (por sus siglas en inglés: Angiotensin |

Converting Enzyme)

ACR: Colegio Americano de Reumatologia (por sus siglas en inglés: American

College of Rheumatology).

AlMs: Marcadores Informativos de Ancestria (por sus siglas en inglés: Ancestry

Informative Markers)

ATGS5: Gen relacionado a la Autofagia 5 (por sus siglas en inglés: Autophagy
Related 5)

Bcl-2: Células B de linfoma 2 (por sus siglas en inglés: B-Cell CLL/Lymphoma 2)
BTK: Tirosin Cinasa de Bruton (por sus siglas en inglés: Bruton Tyrosine Kinase)

COL25A1: Colageno Tipo XXV Alfa 1 (por sus siglas en inglés: Collagen Type
XXV Alpha 1)

CSK: Tirosin Cinasa C-Src (por sus siglas en inglés: C-Src Tyrosine Kinase)
DNMT: ADN metil-transferasa (por sus siglas en inglés: DNA Methyl-Transferase).
dsDNA: ADN de doble cadena (por sus siglas en inglés: double stranded DNA).
EB: virus de Epstein Barr.

EBF: Factor de células B tempranas (por sus siglas en inglés: Early B-Cell Factor)

FCGR2A: Receptor lla del Fragmento Fc de IgG (por sus siglas en inglés: Fc
Fragment Of IgG Receptor lla)

FCGR3A: Receptor llla del Fragmento Fc de IgG (por sus siglas en inglés: Fc
Fragment Of IgG Receptor llla)

GWAS: Estudios de Asociacion de Genoma Completo (por sus siglas en inglés:

Genome Wide Association Studies).



HLA: Antigeno Leucocitario Humano (por sus siglas en inglés: Human Leukocyte

Antigen).
IC: Intervalo de Confianza
IFN-I: Interferodn tipo 1.

IKZF1: Familia de IKAROS del Dedo de Zinc 1 (por sus siglas en inglés: IKAROS
Family Zinc Finger 1)

IL-1R: Receptor de Interleucina-1 (por sus siglas en inglés: Interleukin-1 Receptor)

IRAK1: Cinasa-1 Asociada al Receptor de Interleucina-1 (por sus siglas en inglés:

Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 1).

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

Regulatory Factor 5)

IRF7: Factor Regulador de Interferon 7 (por sus siglas en inglés: Interferon

Regulatory Factor 7)

ITGAM: Integrina subunidad Alfa M (por sus siglas en inglés: Integrin Subunit
Alpha M)

KLK: Peptidasa relacionada a Calicreina (por sus siglas en inglés: Kallikrein
Related Peptidase)

LAMC2: Subunidad Gamma 2 de Laminina (por sus siglas en inglés: Laminin

Subunit Gamma 2)

LD: Desequilibrio de Ligamiento (por sus siglas en inglés: Linkage Desequilibrium)
LES: Lupus Eritematoso Sistémico.

LESa: Lupus Eritematoso Sistémico adulto.

LESp: Lupus Eritematoso Sistémico pediatrico.



MBD: Dominio de Unién a grupos Metil (por sus siglas en inglés: Methyl Binding

Domain)

MECP2: Proteina 2 de Unién a sitios CpG Metilados (por sus siglas en inglés:
Methyl-CpG-Binding Protein 2)

MHC-II: Complejo Mayor de Histocompatibilidad-Il (por sus siglas en inglés: Major

Histocompatibility Complex-Il).

MyD88: Respuesta Primaria de Diferenciacién Mieloide 88 (por sus siglas en

inglés: Myeloid Differentiation Primary Response 88)

NF-kB: Factor Nuclear Kappa B (por sus siglas en inglés: Nuclear Factor Kappa B)
NL: Nefritis Lupica.

Pax5: Caja pareada 5 (por sus siglas en inglés: Paired Box 5)

PDCD1: Gen de Muerte Celular Programada 1 (por sus siglas en inglés:

Programmed Cell Death 1)

PTPN22: Proteina Tirosina Fosfatasa no Receptora-22 (por sus siglas en inglés:

Protein Tyrosine Phosphatase, Non-Receptor Type 22)
RBC: Células Rojas de la Sangre (por sus siglas en inglés: Red Blood Cells)

SNP: Polimorfismo de un Solo Nucleétido (por sus siglas en inglés: Single

Nucleotide Polymorphism).

STAT1: Transductor de Sefal y Activador de la Transcripcidn 1 (por sus siglas en

inglés: Signal Transducer And Activator Of Transcription 1)

STAT4: Traductor y Activador de Sefales de Transcripcion 4 (por sus siglas en

inglés: Signal Transducer and Activator of Transcription 4).

TCF3: Factor de transcripcion 3 (por sus siglas en inglés: Transcription Factor 3)



TDT: Estudio de Desquilibrio de Transmision (por sus siglas en inglés:

Transmission Disequilibrium Test)
TLR: Receptor Tipo Toll (por sus siglas en inglés: Toll-Like Receptor).
TLR9: Receptor Tipo Toll-9 (por sus siglas en inglés: Toll Like Receptor 9)

TNFAIP3: TNF-a Inducido por Proteina 3 (por sus siglas en inglés: TNF Alpha
Induced Protein 3)

TRD: Dominio de Represiéon Transcripcional (por sus siglas en inglés:

Transcription Repression Domain)

TREX: Exonucleasa 1 de Reparo (por sus siglas en inglés: Three Prime Repair

Exonuclease 1)
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I. Marco Teérico
1.1.- Lupus Eritematoso Sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de las enfermedades
autoinmunes, el cual tiene una incidencia de 10 casos por cada 100,000
habitantes. Es un padecimiento cronico-inflamatorio en el que se ven afectados
diversos organos Yy tejidos, llevando al deterioro de la salud del individuo. Una de
las principales caracteristicas de esta enfermedad es la produccién de auto-
anticuerpos, principalmente aquellos que reconocen DNA de doble cadena
(dsDNA, por sus siglas en inglés: double-stranded DNA) que desencadenan una
respuesta inmune en contra del material genético, tejidos y organos propios.
Debido a la gran heterogeneidad de sintomas que se presentan en la enfermedad,
en 1982, el Colegio Americano de Reumatologia (ACR, por sus siglas en inglés:
American College of Rheumatology) establecié 11 criterios, a partir de los cuales
se diagnostica al paciente con LES cuando presenta por lo menos cuatro de estos
(Tabla 1).
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Tabla 1. Criterios diagnoésticos de lupus eritematoso sistémico, segun el Colegio Americano de

Reumatologia establecidos en 1982. Tomada y modificada de

1

1. ERITEMA MALAR

Eritema fijo, plano o elevado sobre las eminencias malares, que no
compromete los surcos nasogenianos.

2. LUPUS DISCOIDE

Placas eritematosas elevadas con escamas adherentesy
taponamiento folicular, atrofia dcatrizal en lesiones antiguas.

3. FOTOSENSIBILIDAD

Eritema en la piel como resultado de reaccion inusual a la luz por
historia del paciente u cbservadon del médico.

4. ULCERAS ORALES

Ulceracion oral o nasofaringea indolora.

5. ARTRITIS

Artritis no erosiva gue compromete 2 o mas articuladones
periféricas caracterizada por edema, tension o derrame.

6. SERQSITIS

1) Pleuritis- historia de dolor pleurético o frote o evidencia de
derrame.

2) Pericarditis- documentado por ECG, frote o evidencia de derrame
pericardico.

7. ALTERACION RENAL

1) Proteinuria persistente mayor de 0.5 g/24h mayor de 3.
2) Cilindros celulares de globulos rojos, hemoglobina, de tipo
granular, tubular o mixtos.

8. ALTERACION NEUROLOGICA

1) Pérdida de conocimiento, en ausenda de medicamento o
alteraciones metabolicas: uremia, cetoacidosis, o deshalance
electrolitico

2) Psicosis en ausencia de medicamento o alteraciones
metabdlicas: uremia, cetoacidosis, o deshalance electrolitico

9. ALTERACION HEMATOLOGICA

1} Anemia hemolitica reticulocitosis.

2) Leucopenia menor de 4000/ mm? total en dos o més ocasiones.
3) Linfopenia, menor de 1500/mm? en dos o mds ccasiones.

4) Trombocitopenia, menor de 100000/mm> en ausenda de
medicamentos.

10. ALTERACIONES INMUNOLOGICAS

1) Presencia de anti-ADN nativo

2) Presencia de anti-5m
3) Hallazgo positivo de anticuerpos anti-fosfolipidos basados en:

* Niveles elevados de suero de anticuerpos anticardiolipinas
IgG o lgM

. Prueba positiva para anticoagulante lipico

» Prueba ensuero para sifilis falso positivo por 6 mesesy

confrmado por pruebas de inmovilizadon de treponemao
absorcion de anticuerpos fluorescentes.

11. ANTICUERPOS ANTINUCLEARES

Titulo normal por inmunofluorescenda o equivalente, en ausencia
de drogas asociadas a lupus inducido por drogas.
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1.1.1- Fisiopatologia de LES

El LES es considerado una enfermedad multifactorial (Figura 1), ya que para su
desarrollo se ven involucrados diferentes factores tales como: genéticos,

epigenéticos, ambientales, inmunoldgicos y hormonales.

Factores

"Genéticos | Ambientales | Inmuno  Hormonales (Epigenéticos
Regulatorios e

N\

o et 9/ Células T
7 O

NN

RSB

Rifién Piel Pulmones Cerebro Corazén

Citocinas

Figura 1. Diversos factores involucrados en el desarrollo del lupus eritematoso sistémico. Estos factores
son el ambiente, material genético, regulacion inmune, presencia de hormonas, regulaciéon epigenética, que en
conjunto llevan al dafio de diversos érganos y tejidos en el individuo que presenta esta enfermedad. Tomado y

modificado de *.

Se ha reportado que algunos factores ambientales pueden conducir a la
produccion de ceélulas T auto-reactivas y auto-anticuerpos, la produccion de
citocinas pro- y anti-inflamatorias, asi como al dafio dirigido a érganos. 2 Algunos
ejemplos son los agentes infecciosos, puntualmente el virus de Epstein-Barr, del
cual se ha hipotetizado un mimetismo molecular entre el epitopo EBNA-1 del virus

y el epitopo PPPGMRPP de la nucleoproteina Sm del humano, lo que
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desencadena una produccién de auto-anticuerpos. * Los pacientes con LES
presentan un titulo alto de anticuerpos para este virus. °

También se sabe que la presencia de auto-antigenos es una caracteristica muy
comun en esta enfermedad, la mayoria son complejos de proteinas y acidos
nucleicos (ribonucleoproteinas) como snRNP, Ro, La, Sm, ribosomas o
nucleosomas. °

Otro factor es el consumo de tabaco, ya que contiene diversos compuestos toxicos
como la nicotina, mondxido de carbono e hidrocarburos aromaticos policiclicos. En
un estudio caso-control realizado en Estados Unidos se determind la asociacion
entre el tabaquismo y la predisposicion a desarrollar LES (OR: 6.69 para
fumadores activos y 3.62 para fumadores pasivos). ’ Existen otros factores
ambientales que se han relacionado a la predisposicion a esta enfermedad, los

cuales se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Factores ambientales que se relacionan con la predisposicion a LES. Tomada y modificada de *

Agentes infecciosos
ADN bacteriano/endotoxinas
Virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, parvovirus B19
Retrovirus
Exposicion a contaminantes
Silica cristalina
Solventes
Pesticidas
Colorantes de cabello
Metales pesados
Medicamentos
Procainamida, hidralazina, clorpromazina, isoniazida, fenitoina
Hormonas y estrégenos ambientales
Terapia de reemplazamiento hormonal, tabletas anticonceptivas orales
Exposicién prenatal a estrégenos
Exposiciéon ambiental
Luz ultravicleta
Tabaco
Factores dietéticos

Alto consumo de grasas saturadas

L-canavanina
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Estudios realizados en diferentes poblaciones de los Estados Unidos han
demostrado que hispanos, asiaticos y afro-americanos presentan una mayor
prevalencia de esta enfermedad, y que el desarrollo de ésta es a una edad mas
temprana, en comparacion con individuos de origen caucasico 8. De hecho, los
casos de incidencia son tres veces mayores, atribuyendo a esta situacién la
condicion genética de los individuos. Curiosamente se reporta que los afro-
americanos son mas propensos a LES que los afro-africanos, dejando en claro la
importancia que tienen los factores genéticos propios de cada poblacion en el

desarrollo de esta enfermedad. 8

Por otra parte, diversos estudios en modelos murinos han demostrado que el
aumento de hormonas, principalmente los estrégenos, altera la eliminacion de
linfocitos B auto-reactivos en las etapas de desarrollo de estas células. ® Aunado a
lo anterior, se ha observado que alteraciones en la secrecion de la hormona
lactogénica, prolactina, puedan relacionarse con LES, ya que el 25% de los
pacientes presentan altos niveles de ésta (hiperprolactinemia), ™ y la
administracion de un antagonista, bromocriptina, bloquea la produccion de la

misma, aminorando los sintomas de este padecimiento en humanos. "

A la fecha se han logrado identificar algunos genes implicados en la
susceptibilidad a LES, los cuales participan principalmente en la respuesta
inmunoldgica. " De acuerdo a las vias de sefializacion en las que participan cada
uno de estos genes se han clasificado en cuatro categorias: (a) genes que afectan
el desarrollo y activacién de linfocitos, particularmente linfocitos B, tales como el
factor de transcripcion 3 (TCF3, por sus siglas en inglés: Transcription Factor 3), el
factor de células B tempranas (EBF, por sus siglas en inglés: Early B-Cell Factor),
la caja pareada 5 (Pax5, por sus siglas en inglés: Paired Box 5), la Tirosin Cinasa
de Bruton (BTK, por sus siglas en inglés: Bruton Tyrosine Kinase) y las células B
de linfoma 2 (Bcl-2, por sus siglas en inglés: B-Cell CLL/Lymphoma 2), etc. 12 (b)
genes que afectan las vias de sefializacion del sistema inmune innato, por
ejemplo, la activacién de NF-kB y la senalizaciéon del interferdn tipo | (IFN-I) tales

como el gen de la Respuesta Primaria de Diferenciacién Mieloide 88 (MyD88, por
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sus siglas en inglés: Myeloid Differentiation Primary Response 88), el Transductor
de Senal y Activador de la Transcripcion 1 (STAT1, por sus siglas en inglés: Signal
Transducer And Activator Of Transcription 1), el Factor Regulador de Interferon 5
(IRF5, por sus siglas en inglés: Interferon Regulatory Factor 5), etc. ™' : (c)
genes que juegan un papel importante en la funcion renal como la peptidasa
relacionada a calicreina (KLK, por sus siglas en inglés: Kallikrein Related
Peptidase), la Subunidad Gamma 2 de Laminina (LAMC2, por sus siglas en inglés:
Laminin Subunit Gamma 2), la Enzima conversora de Angiotensina | (ACE, por
sus siglas en inglés: Angiotensin | Converting Enzyme), el gen de Colageno Tipo
XXV Alfa 1 (COL25A1, por sus siglas en inglés: Collagen Type XXV Alpha 1), etc.
1314,y (d) genes que participan en la remocién de desechos apoptdticos,
cromatina y complejos inmunes que se unan a estos antigenos como el caso de la
Integrina subunidad Alfa M (ITGAM, por sus siglas en inglés: Integrin Subunit
Alpha M), la Exonucleasa 1 de Reparo (TREX, por sus siglas en inglés: Three

Prime Repair Exonuclease 1), el Gen relacionado a la Autofagia 5 (ATGS, por sus
13,14

siglas en inglés: Autophagy Related 5), etc. (Figura 2).

Procesamientode
complejos inmunes

«Clq *FCGR2A +CRP
+C2 FcGRIA +ITGAM |
.4

* BANKI1
* PTPN22
* PCDCDI

» TREXI]

» TNFAIP3 TNFSF4
* [RAK1 *

* XKR6 « MECP2

Transduccién de
sefiales inmunes

Vias de sefializacién
TLR e INF tipo |

Figura 2. Genes asociados a LES. Se muestran diversos genes, los cuales participan en la respuesta

inmune y se ha demostrado su asociacién para el desarrollo de LES. Tomado y modificado de 1
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De manera interesante, el estudio de variantes genéticas en estos genes ha sido
determinante para entender mas acerca de los factores genéticos que participan
en LES. Las variantes genéticas son cambios en la secuencia del DNA que en
algunos casos pueden llevar a una alteracion en la funcion de las proteinas, y que
se han asociado al riesgo a presentar ciertas enfermedades. '° En algunos casos,
se presentan variantes genéticas en un solo gen (por ejemplo, C1q del sistema del
complemento), y comunmente se encuentra la presencia de variantes genéticas
en diferentes genes. '® Dentro de las variantes genéticas mas estudiadas, se
encuentran los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés:
Single Nucleotide Polymorphism), los cuales consisten en el cambio de un solo
nucledtido en la secuencia de DNA. Estos son muy frecuentes en el genoma
humano y pueden repercutir en la estructura primaria de la proteina hasta afectar
su funcién. '” También se han descrito haplotipos, los cuales consisten de varios

SNPs que co-segregan en bloque, asociados a enfermedades. ">

Aunado a la contribucion de los factores genéticos, recientemente se ha reportado
que existe una participacién importante de la regulacion epigenética en LES, tales
como la metilacion del DNA y las modificaciones en las histonas (acetilacion y
metilacion). La metilacion del DNA se lleva a cabo por una enzima DNA
metiltransferasa (DNMT: por sus siglas en inglés, DNA Methyl Transferase) en el
carbono 5 de la citosina, promoviendo una modificacion en la estructura de la
cromatina que la hace inaccesible a los factores de transcripcion. Se ha reportado
que algunos compuestos, como la 5-azacitidina, inhiben a las DNMTs; también se
sabe que la procainamida y la hidralazina inducen sintomas muy semejantes al
lupus, convirtiendo a los linfocitos T CD4" en auto-reactivos. '® En pacientes con
LES se ha reportado que existe un estado de hipometilacién en células T CD4",
ademas de una disminucidn en los niveles de enzimas DNMTs. '®

La supervivencia de los linfocitos es necesaria para el mantenimiento de la
homeostasis linfoide, la cual evita que se de un estado de autoinmunidad. ™
Existen células T auto-reactivas en individuos sanos, lo que demuestra la
existencia de mecanismos por los cuales se controla la actividad de estas células.

Un ejemplo de esto son las células T reguladoras CD4" CD25" que expresan
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Foxp3, el cual juega un papel inhibidor de la respuesta inmune. '° La ausencia o
defectos en estas células conllevan al desarrollo de enfermedades autoinmunes;
se ha demostrado que en pacientes con LES, el numero de estas células
reguladoras es bajo. ' También se presenta una disminucion en el numero de
células T CD8" y NK ?, y estas presentan una actividad citotoxica deficiente; se
suma a esto el aumento en la produccion de IL-10 e IL-4, promoviendo la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos B, lo que resulta, a su vez, en un
aumento en la produccion de auto-anticuerpos. 20 Otra caracteristica es la
produccion reducida de IL-2 lo que resulta en una deficiente actividad citotoxica de
las células T y el incremento en el riesgo de infeccion, la cual es una causa

importante de la enfermedad y muerte en los pacientes que la presentan. '°

I.2.- Lupus eritematoso sistémico pediatrico (LESp)

De acuerdo a la edad de inicio de la enfermedad, el LES se ha clasificado en
pediatrico (LESp) y adulto (LESa). A diferencia de LESa, los pacientes con LESp
debutan con la enfermedad antes de los 16 afios de edad, con una edad media de

diagnostico entre 12-14 afios. 2!

El LESp se presenta con una incidencia del 10-20 % de todos los casos a nivel
mundial. %> En un estudio publicado por Tucker y colegas, en donde se evaluaron
79 pacientes con LES, siendo el 90% de estos mujeres (31 con LESp y 48 con
LESa), se demostré que los sintomas renales, hematoldgicos y neurolégicos en
pacientes con LESp son mas agudos y graves, ademas de presentarse un mayor

porcentaje de mortalidad respecto a LESa 2'%*2® (Figura 2).
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Figura 2. Comparacion entre LESp y LESa. Se muestran porcentajes de casos con diferentes sintomas. Cabe

resaltar un mayor porcentaje de pacientes con LESp con dafio renal, neurolégico y hematolégico en comparacion
con LESa. Tomada y modificada de z

En LESp, la proporcion de mujeres:hombres es de 5:1, mientras que en LESa esta
proporcién aumenta a 9:1. El dafio renal en pacientes pediatricos es del 60-80%,
mientras que en adultos del 35-50%; el dafio hematolégico, eritema malar y
ulceras bucales estan presentes en mas del 70% de los casos en LESp; el dafo
neurologico lo presentan de 20-45% de los casos pediatricos y 10-25 % en
adultos. El dafo respiratorio, junto con artralgia, son sintomas mas comunes en
pacientes adultos que en pediatricos; y por ultimo, los anticuerpos que reconocen

el dsDNA inciden en un 61-93% de casos pediatricos y 25-78% en adultos. 2"??

Dentro de las afecciones mas frecuentes y graves, como consecuencia de LES, se
encuentra la nefritis lupica (NL), la cual afecta del 40-70% de los pacientes, con
una incidencia dependiente del origen étnico, la edad y el género.

El dano renal puede ser la primera manifestacion de LES y aunque ocurre durante
el primer afio de diagndstico, mas comunmente dentro de los 5 afos siguientes,

puede presentarse en cualquier momento durante el transcurso de la enfermedad.
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La NL suele manifestarse como sindrome nefrético y/o nefritico con varias
combinaciones de edema, proteinuria, hematuria, funcion anormal renal, perfil
lipidico anormal e hipertension. 24

Aunque no se conoce del todo la patogenia de la NL, en algunos modelos
animales, se ha encontrado evidencia de la formacion de complejos inmunes en
los riflones, llevando a la activacion del complemento, y provocando asi dano al

tejido renal. %

.3.- Genética de LES

Como se mencioné anteriormente, los factores genéticos tienen una gran
influencia en desarrollo de LES, el cual presenta una heredabilidad mayor al 66%.
La concordancia genética entre gemelos monocigéticos es del 20-40%, mientras
que en gemelos dicigoticos y hermanos directos es del 2-5%, datos que apoyan la

evidencia de la compleja base genética detras de este padecimiento. ">

Aun mas, se ha reportado que ciertos grupos étnicos son mas propensos al
desarrollo de LES, como los afro-americanos, hispanos, afro-caribefios, nativos
americanos y asiaticos ®. Incluso, se han encontrado diferencias en el perfil de
anticuerpos entre poblaciones; por ejemplo, los anticuerpos anti-Ro son mas
comunes en la poblacién china del sur y africanos. La prevalencia de anticuerpos
anti-Sm es mayor en afro-americanos, africanos, sauditas y vietnamitas. Por su
parte, los anticuerpos anti-P ribosomal son mas comunes en japoneses y malayos.
Estas diferencias se atribuyen a condiciones genéticas propias de cada poblacion,
ya que la produccion de estos anticuerpos se encuentra asociada con un
incremento en la frecuencia de complejos que involucran al complejo mayor de
histocompatibilidad clase [l (MHC-Il, por sus siglas en inglés: Major
Histocompatibility Complex-11) 8. Lo anterior ha propiciado que se realicen estudios
especificos dentro de cada una de las poblaciones para indagar mas a fondo
sobre las caracteristicas genéticas que los predisponen a LES y oftras
enfermedades.
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Los primeros genes reportados con asociacion a LES, el Receptor lla del
Fragmento Fc de IgG (FCGRZ2A, por sus siglas en inglés: Fc Fragment Of IgG
Receptor lla), FCGR3A, el Gen de Muerte Celular Programada 1 (PDCD1, por sus
siglas en inglés: Programmed Cell Death 1), se encontraron mediante de estudios
de genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés: Genome Wide Association
Studies), los cuales analizan las variantes en las secuencias de DNA a través de
todo el genoma humano para identificar factores genéticos de riesgo a
enfermedades que son comunes en la poblacién. 1317 La primera asociacion
genética, basada en la metodologia caso-control, descrita para LES fue con el
antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés: Human Leucocyte
Antigen), localizado en la region 6p21.3, region que codifica para mas de 200
genes que en su mayoria participan en la respuesta inmunoldgica. Se encontro la
asociacion significativa de siete alelos con LES. ' En 2008 fueron identificadas
variantes en el transductor de sefales y activador de la transcripcion 4 (STAT4,
por sus siglas en inglés: Signal Transducer and Activator of Transcription 4) como
factores de riego para el desarrollo de este padecimiento. Posteriormente, Taylor,
et al %° evaluaron la asociacion del SNP rs7574865 con diversas manifestaciones

de LES, encontrandose asociado a dafio renal (OR=1.5).

En afios mas recientes se ha reportado un mayor numero de genes candidato que
confieren susceptibilidad a LES, dentro de los cuales se pueden mencionar: el gen
de la Familia de IKAROS del Dedo de Zinc 1 (IKZF1, por sus siglas en inglés:
IKAROS Family Zinc Finger 1), el Receptor Tipo Toll-9 (TLR9, por sus siglas en
inglés: Toll Like Receptor 9), la Proteina Tirosina Fosfatasa no Receptora-22
(PTPN22, por sus siglas en inglés: Protein Tyrosine Phosphatase, Non-Receptor
Type 22), la Tirosin Cinasa C-Src (CSK, por sus siglas en inglés: C-Src Tyrosine

Kinase), el gen de interleucina-10 (IL-10), entre otros. ™

Por medio de estudios de GWAS y de genes candidato, se identificaron los genes
IRAK1, TREX1, IRF5y el gen de TNF-a Inducido por Proteina 3 (TNFAIP3, por
sus siglas en inglés: TNF Alpha Induced Protein 3), como reguladores de la

produccion de interferén tipo-I (IFN-I). 3™
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La sobre-expresion de IFN-I promueve la produccion de citocinas y quimiocinas
pro-inflamatorias, la maduracién de las células dendriticas, la activacion de células
B y T auto-reactivas, la produccion de auto-anticuerpos y la pérdida de una auto-
tolerancia, sintomas muy caracteristicos de este padecimiento.

Se ha reportado que individuos de origen étnico africano e hispano presentan un
mayor riesgo para desarrollar la enfermedad. Aunque en los estudios realizados
en pacientes pediatricos se han replicado variantes genéticas reportadas en LESa,
aun no se puede explicar como éstas repercuten en las diferencias en la gravedad

y edad de inicio de los sintomas entre pacientes pediatricos y adultos. %

En pacientes pediatricos se ha reportado una deficiencia en componentes del
sistema del complemento, principalmente en C1q que produce defectos en la

%y que confiere un 90 % de riesgo de presentar

eliminacion de material necrético
sintomas parecidos al lupus durante etapas tempranas de la vida. Otra asociacion
es la deficiencia de C4, que disminuye la eliminacion de linfocitos B auto-reactivos

%6 y con una relacién del 75 % a LES. %2

1.4- Haplotipo de riesgo IRAK1-MECP2 en LES

Como ya se menciond, existen diferentes genes asociados a LES. En un estudio
reciente se demostro que existe un haplotipo de riesgo en la regién Xg28,
especificamente en el gen de la cinasa-1 asociada al receptor de interleucina-1
(IRAK1, por sus siglas en inglés: Interleukin-1 Receptor Associated Kinase-1) y el
gen de la proteina 2 de union a sitios CpG metilados (MECP2, por sus siglas en
inglés: Methyl-CpG-biding protein 2) %', los cuales se encuentran adyacentes y en
desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés: Linkage Desequilibrium),

es decir, los alelos co-segregan de generacion en generacion.

También se llevé a cabo una prueba condicional de otras variantes de la misma
region, Xg28, en otros siete genes (L1CAM, AVPR2, ARHGAP4, NAA10, RENBP
y HCFC1) utilizando 15783 individuos (caso-control) divididos en 4 categorias:

europeos-americanos, africanos-americanos, asiaticos e hispanos. Se determiné
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que un haplotipo, H1, compuesto por 34 SNPs (Figura 3), conferia riesgo a LES

en todas las poblaciones estudiadas.
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Figura 3. Haplotipo de riesgo para LES. El haplotipo H1, que involucra el alelo menor, A, en el SNP rs1059702, fue

el asociado como riesgo para LES en las cuatro poblaciones estudiadas, Europeos Americanos (EA), Asiaticos (AS),

Hispanos Americanos (HA) y Africanos Americanos (AA), tanto en pacientes como en controles. Tomada de 2’
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Se determind que en la regidon TMEM187-IRAK1-MECPZ2 (Figura 4) se encuentran
seis SNPs que presentaban la mayor asociacién (rs13397, rs4898375, rs1059702,
rs2734647, rs2075596 y rs1616369). De esta manera, se identific6 al SNP
rs1059702 (localizado en el exdén 5 de IRAK1) como la variante causal con mayor
asociacion, ya que en un meta-analisis este SNP mostré el valor de P mas
significativo (P=1.3x10"%', OR=1.43). Se describié también que el genotipo
homocigoto para alelo menor (AA) confiere un cambio de aminoacido, S196F, a la
proteina IRAK1, sugiriendo una alteracién de su funcién, lo que conlleva a un
incremento en la actividad de NF-kB, relacionando esto ultimo con un incremento

en el riesgo para desarrollar LES. %

TMEM187 IRAK1 MECP2

3 \ 5
rs1059702

Figura 4. Region TMEM187-IRAK1-MECP2. El gen de IRAK1, localizado en Xg28, se encuentra aledafio al gen

de MECP2, esta compuesto por 14 exones, el SNP rs1059702 se localiza en el exén 5 y confiere un cambio de

aminoacido, S196F.

De manera interesante, se encontré que este SNP correlaciona con el aumento de
los niveles de mMRNA de MECP2 en pacientes con LES y controles, pero no de
IRAK1, por lo que se sugiere que el efecto sea de otro SNP que se encuentre en
LD con rs1059702 y afecte directamente la expresion de MECP2, sin embargo,

aun no se han realizado estudios al respecto.
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En la Tabla 3 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas del SNP
rs1059702 obtenidas en estudios previos en diferentes poblaciones vy

enfermedades autoinmunes.
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Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas previamente reportadas del SNP rs1059702 en
distintas poblaciones adultas. Los datos se obtuvieron de estudios de asociacién de este

polimorfismo con diferentes enfermedades.

Enfermedad LES LES LES LES LES ES ES AR
Poblacién Hispana 27 Europea 27 Africana %’ Asiatica®’ China®® Caucasica®® | Caucasica® Coreana *'
Controles Casos Controles Casos Controles Casos Controles Casos Controles Casos Controles Casos Controles Casos Controles Casos
(N=807) | (N=1487) | (N=3462) | (N=3915) | (N=1020) | (N=1674) | (N=1256) | (N=1262) | (N=665) | (N=665) | (N=2530) | (N=2890) | (N=2217) | (N=1808) | (N=1016) | (N=1303)
Frecuencias alélicas (%)
A 39 51 15 19 4 6 75 82 77 83 15 16 16 17 73 8
G 61 49 85 81 96 94 25 18 23 17 85 84 84 83 27 22
Frecuencias genotipicas (%)
A/A 15 | 26 3 4 0 1 56 67 61 69 3 4 3 4 56 63
AlG 48 50 25 31 8 11 38 30 33 28 24 25 25 27 34 30
G/IG 37 24 72 65 92 88 6 3 6 3 73 71 72 69 10 7

LES: Lupus Eritematoso Sistémico, ES: Esclerosis Sistémica, AR:

Artritis Reumatoide
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Se observa que en poblaciones asiaticas el genotipo de riesgo (AA) es mas
frecuente. El hecho de que este genotipo se encuentre con mayor frecuencia en
ciertas poblaciones que otras, sugiere que existe un componente genético propio
de cada poblacion. Aun y cuando el SNP rs1059702 ha sido estudiado en

poblacién de origen hispano no se ha estudiado en poblacién mexicana con LESp.

1.5.- Cinasa-1 asociada al receptor de interleucina-1 (IRAK1)

El gen de IRAK1 se localiza en el cromosoma Xq28 y consta de 14 exones. Como
su nombre lo indica, IRAK1 es una cinasa que participa en la via de sefnalizacion
que tiene como resultado la translocacién al nucleo del factor de transcripcion NF-
KB; juega un papel importante en la regulacion de la respuesta inmunoldgica,
modulando la expresion de citocinas y mediadores pro-inflamatorios. 32 También
se relaciona con la via de sefializacién de los receptores tipo Toll (TLR, por sus
siglas en inglés: Toll-like Receptor) y de los receptores de Interleucina 1 (IL-1R,
por sus siglas en inglés: Interleukin-1 Receptor). Al activarse el TLR por la
presencia de algun estimulo, rapidamente es reclutada la proteina MYDS8S;
posteriormente IRAK1 e IRAK4 se unen al complejo. IRAK4 fosforila a IRAK1, y
este ultimo, interacciona con TRAF6 facilitando la unién de diversas proteinas que

fosforilan al modulador esencial de NF-kB (NEMO, por sus siglas en inglés: NF-«kB
Essential Modulator) conformado con subunidades a y B (IKK), que fosforila a los

inhibidores de NF-kB (IkB, por sus siglas en inglés: Inhibitors of NF-kB) son
fosforilados por IKK, dirigiéndolos a ubiquitinacion y degradacién. ¥
Posteriormente los factores P50 y P65 (NF-kB) se translocan al nucleo. (Figura 5)
De esta manera, NF-kB promueve la transcripcion de citocinas y otros mediadores
de la inflamacion, jugando un papel importante en el sistema inmune, por lo que

ha sido considerado gen candidato para la susceptibilidad a LES.
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Figura 5. Via de sefalizaciéon de IRAK1. Al activarse el TLR o el receptor de interleucina-1 (IL-1R),
rapidamente es reclutada la proteina MYD88; posteriormente IRAK1 e IRAK4 se unen al complejo. IRAK4
fosforila a IRAK1, y este ultimo, interacciona con TRAF6 facilitando la union de diversas proteinas que
fosforilan al modulador esencial de NF-kB (NEMO) conformado con subunidades a y B (IKK); este complejo
es activado y fosforila a los inhibidores de NF-kB (IkB), dirigiéndolos a ubiquitinacién y degradacion.
Posteriormente los factores P50 y P65 (NF-kB) se translocan al nicleo. Tomada y modificada de 3

3 se traté de demostrar la

En un estudio realizado en 2009 por Jacob y colegas
asociacion de IRAK1 con LES. Se realiz6 un estudio caso-control utilizando 13
SNP; se incluyeron 769 pacientes pediatricos, 5337 pacientes adultos y 5317
controles, cada grupo compuesto por cuatro poblaciones con diferente origen
étnico (americanos europeos, afroamericanos, asiaticos americanos e hispanos
americanos). Cinco SNPs mostraron una asociacion significativa a LES
(rs2239673, rs763737, rs3027907, rs5945174 y rs7061789), de los cuales tres
mostraron asociacion tanto en individuos con LESp como LESa (rs2239673,
rs763737 y rs7061789). Los analisis en las diferentes poblaciones mostraron que
el haplotipo GGGG (definido como “G” en rs2239673, rs763737, rs5945174 vy

rs7061789) se asocia significativamente a LES en tres de las cuatro poblaciones
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(exceptuando la asiatica), tanto en nifios como en adultos. En contraparte, el
haplotipo AAAA se asocié a proteccion. *

Otro estudio caso-control se realizdé en poblacion china, en el cual se utilizaron 667
pacientes (591 mujeres y 76 hombres) y 667 controles (589 mujeres y 78
hombres), donde se evaluaron dos SNPs, rs3027898 y rs1059702. Se observé
una asociacion significativa de ambos para LES, rs3027898 (OR=1.438, P<0.001)
y rs1059702 (OR=1.383, P=0.001). %

Estos estudios demostraron la asociacion de IRAK7 con la susceptibilidad a LES

en diferentes poblaciones.

1.6.- Proteina 2 de unién a sitios CpG metilados (MECP2)

La célula presenta diversos mecanismos por los cuales regula su expresion
geénica, es decir, el silenciamiento o sobreexpresién de genes. Algunos de estos
mecanismos son las modificaciones epigenéticas, las cuales incluyen
modificaciones quimicas en el DNA, en especifico las citosinas. La metilacion del
DNA ocurre sobre el carbono 5 de la citosina, mediante la accion de la DNA-metil
transferasa (DNMT, por sus siglas en inglés: DNA Methyl Transferase),
principalmente en las llamadas islas CpG, que son regiones en el DNA en donde
es mas abundante la presencia de la citosina (C) seguida de una guanina (G). Las
islas CpG se localizan principalmente en las regiones promotoras de genes
constitutivos, y cuando se encuentran metiladas, se reprime la expresién de estos;
en contraste, en los promotores con islas CpG no metiladas, la expresion de estos

genes se ve altamente favorecida. *

NH, NH;
ADN-metil CH
/ ransferasa ~ 3
)N\ I | )N\ l
0) | o) T
Citosina 5-Metilcitosina

Figura 6. Metilacién de la citosina en el carbono 5 debido a la accion de DNA-metil transferasa (DNMT,
por sus siglas en inglés: DNA Methyl Transferase)
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El gen MECP2 también se localiza la region en Xg28, consta de cuatro exones y
codifica para la proteina de union a sitios metilados, MECP2, la cual actua como
represor transcripcional al unirse a los grupos metilo presentes en el DNA. Lo
anterior lleva al reclutamiento de las enzimas desacetilasas de histonas (HDAC,
por sus siglas en inglés: Histone Deacetylase) que incrementan la carga de
atraccion entre el DNA y las histonas, induciendo asi a una configuracion de la
cromatina que es inaccesible para la maquinaria transcripcional. * MECP2 se
expresa en todos los tejidos, principalmente en cerebro durante el desarrollo
postnatal, y se encuentra reprimida durante etapas fetales. % Esta proteina posee
dos dominios: uno de union a sitios metilados (MBD, por sus siglas en inglés:
Methyl-CpG-Binding Domain) que participa en el remodelamiento de la cromatina
y otro de represion transcripcional (TRD, por sus siglas en inglés: Transcriptional
Repression Domain). Este ultimo recluta diversas proteinas tales como Sin3A,
HDAC1, HDAC2, c-Ski, N-CoR, entre otras, formando un complejo que regula e
impide la transcripcion de diversos genes aledafios y por ende la sintesis de

proteinas. %

Se sabe que esta proteina tiene implicaciones muy importantes para mantener las
funciones normales del cerebro, y una expresion alterada de esta conlleva a
complicaciones neurologicas, la mas comun conocida como sindrome de Rett que
se presenta en 1/10000-22000 nacimientos de mujeres. El sindrome de Rett se
caracteriza por un detenimiento en el desarrollo, entre los 6 y 18 meses de edad,
ademas de diversos sintomas clinicos como son microcefalia, autismo, ataxia,

movimientos involuntarios de las manos e hiperventilacion. *°

De manera interesante, se ha observado que la patogenia de LES, ya sea por
enfermedad o inducida por algun farmaco, involucra algun defecto en la metilacién
del DNA de las células T, resultando en la sobre-expresion de algunos genes
como ITGAL (CD11a), TNFSF7 (CD70), PRF1 (perforina), y CD40LG (CD40L).
Las células T CD4" tratadas con inhibidores de metilacion, como 5-azacitidina,
presentan un estado de metilacién similar a las células T de un paciente con lupus;

también se ha observado que in vitro éstas se tornan auto-reactivas, y son
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capaces de lisar macréfagos, inducir la activacion de células B y la produccion de
inmunoglobulinas. *° Esto dio paso a investigar mas a fondo acerca de MECP2, ya
que en LES, al encontrarse el DNA en un estado de hipometilacion, se podia
indagar de qué manera repercutia esta situacion en la proteina y tal vez podria

encontrarse alguna relacién con los sintomas de esta enfermedad.

En un estudio realizado por Webb y colegas se identificaron variantes en el gen
MECP2. Se utilizé un grupo de 1377 pacientes con LES de descendencia europea
(1293 mujeres y 84 hombres) y 1853 controles (1097 mujeres y 756 hombres). Se
encontraron varios SNPs con una alta asociacion, principalmente los SNPs
rs3027933, rs1734791, rs1734792, rs1734787 y rs2075596, todos con OR>1 y un
valor de p<0.05 Ademas, se identificd el haplotipo de riesgo “ACTGCAAA” (OR=
1.38, 95% Cl=1.19-1.60, P= 2.36><10'5), mientras que el haplotipo “GGAAATCG”
fue considerado de proteccion (OR= 0.82, 95% Cl= 0.72-0.93, P= 0.0022). Se
identificaron 128 genes que eran diferencialmente expresados en individuos
portadores del haplotipo de riesgo, de los cuales 104 se sobre-expresan y 24 se
sub-expresan, y se relacion6 con niveles mayores de CREB1 (P=0.04) y menores
niveles de HDAC1 (P=0.018) *°

Por otro lado, en un estudio caso-control realizado en la poblacién coreana se
genotipificaron 8 SNPs localizados en MECP2 en 628 pacientes con LES y 736
controles, donde se encontraron asociaciones de riesgo para los SNPs rs17435
(OR=1.58, P=1.8x10°), rs1734787 (OR=1.55, P=3.4x107), rs1734792 (OR=1.53,
P=5.4x10°) y rs1734791 (OR=1.51, P=1.5x10"). El haplotipo “ACTGCAAA” fue
identificado como de riesgo en un 82.3% en pacientes con LES y en un 75.3%
controles (OR=1.53, P=1.3x10"). Por otra parte, el haplotipo “GGAAATCG” fue
denominado de proteccion con una frecuencia de 16.8% en pacientes con LES y
en un 23.4% en controles (OR=0.66, P=2.7x10").

De esta manera, ambos estudios demostraron que MECP2 también confiere
riesgo para el desarrollo de LES. *'
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Il. Justificacion

El polimorfismo rs1059702 se ha reportado previamente como la variante causal
del haplotipo de riesgo IRAK1-MECP2 en poblaciones con diferente origen étnico.
Debido a que la poblacion mestiza presenta un componente genético heterogéneo
y debido a la diferencia de aporte genético entre los pacientes con LESp y LESa,
resulta interesante estudiar esta variante genética en pacientes mexicanos con
LESp.

lll. Materiales y métodos

l11.1.- Poblacién de estudio

En el presente estudio se incluyeron 437 pacientes con LESp, provenientes del
Centro Médico Nacional Siglo XXI y del Instituto Nacional de Pediatria. Un médico
reumatologo o inmunadlogo evalud a los pacientes, llenando una hoja de captacion
de datos. Para el estudio de trios, se incluyeron muestras de padre y madre de
algunos pacientes. Para los controles se incluyeron a individuos mayores de 18
afios que no refirieron alguna enfermedad autoinmune o crénica. Se obtuvo el
consentimiento informado de todos los participantes El estudio conté con la
autorizacion de los comités de ética, bioseguridad e investigacion de las

instituciones participantes.

e Criterios de inclusion

Se incluyeron pacientes mexicanos con LESp diagnosticados antes de los 16 afios
de edad, que cumplieran con al menos 4 de los 11 criterios de la clasificacion
establecida por la ACR, y cuyos tutores aceptaran firmar la carta de
consentimiento informado o se contara con el asentimiento del paciente. Como
controles se incluyeron individuos sanos, sin antecedentes de enfermedades

autoinmunes (mediante la aplicacion de un cuestionario). Los datos tanto de
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pacientes como de controles fueron corregidos por ancestria determinada con
marcadores informativos de ancestria (AlMs, por sus siglas en inglés: Ancestry
Informative Markers) previamente establecidos para la poblacion mexicana. 42
Tanto para los casos como para los controles, se tomd como criterio de inclusion
que las dos ultimas generaciones hubieran nacido en México y que no refirieran

antecedentes extranjeros.

e Criterios de exclusién
Se tomaron en cuenta los siguientes criterios de exclusién: pacientes con
cualquier otra enfermedad cronica concomitante y que hubieran sido transfundidos

en los ultimos tres meses.

l11.2.- Extraccion de DNA

Se realizé la extraccidon de DNA a partir de sangre periférica utilizando el kit Gentra
Puregene (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del proveedor. En breve, la
muestra se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, se
extrajo el plasma y se transfirié la sangre a un tubo de 15 mL. Se agregaron 5 mL
de solucion de lisis RBC (por sus siglas en inglés: Red Blood Cell) al tubo con
sangre remanente y nuevamente fueron transferidos al tubo de 15 mL. Se ajusto a
un volumen final de 14 mL con la solucion de lisis RBC, se mezclé y se dejo
incubando durante 15 min. Se centrifugdé a 3000 rpm durante 15 min. Se decanté
el sobrenadante y se resuspendid el botdn de células blancas con la solucion
remanente. Se agregaron 3 mL de solucion de lisis celular, se mezclo
vigorosamente. Posteriormente, se agregé 1 mL de solucién de precipitacion de
proteinas y se mezclé en vértex durante 30 s. Se centrifugd a 3500 rpm durante 5
min y se decanté el sobrenadante a un nuevo tubo de 15 mL. Se agregd
isopropanol al 100% en relacion 1:1 y se agité por inversién. Se centrifugdé a 3500
rom durante 15 min, se desechd el sobrenadante y se agregd 1 mL de etanol al

70%. Se centrifugé a 3500 rpm durante 5 min, se desechd el sobrenadante y se
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dejo secar el botén a temperatura ambiente aproximadamente 4 h. Finalmente, el
boton se resuspendio en 300 uL de amortiguador TE. Posteriormente se realiz6 la
cuantificacion de DNA utilizando el espectrometro Nanodrop (ND 1000),
considerando un DNA de calidad al obtener los valores de absorbancia 260/280 y
260/230 mayores a 1.8.

lll.3.- Genotipificacion

La genotipificacion se llevo a cabo por discriminacion alélica, utilizando el método
de sonda TagMan para genotipificacion (Applied Biosystems) para el SNP
rs1059702 (C__ 8966367 _30). Para cada reaccion se utilizaron: 25 ng de DNA
genomico de cada muestra, 2.5 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix (2X) y
0.125 L de la sonda SNP Genotyping Assay (40x). Los ensayos se llevaron a
cabo en el termociclador ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems) utilizando el

siguiente termociclaje:
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lll.4.- Determinacién de frecuencias alélicas y genotipicas

Para los datos de genotipificacion se obtuvo un “call rate” >95%. Se observo que
las frecuencias estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg. Posteriormente se
calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas. Se compararon con las

frecuencias previamente reportadas para este SNP en poblaciones continentales,
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en la base de datos 1000 genomas ™, en americanos, africanos, europeos,

asiaticos, y con estudios previamente realizados en subpoblaciones.

l11.5.- Analisis de asociacion

Para el andlisis de asociacion caso: control se utilizé el programa gPLINK #
realizando una regresion lineal logistica, con un intervalo de confianza (IC) del
95%, corrigiendo por género y ajustando por la prueba de Bonferroni. Ademas, se
realizé una correccidn por ancestria utilizando AlMs, previamente descritos, para
la poblacion mexicana y que se determinaron en las muestras de pacientes con
LESp mediante un microarreglo de genotipificacién Golden Gate (lllumina). *° El
analisis de desequilibrio de transmision (TDT, por sus siglas en inglés:
Transmission Disequilibrium Test) se llevd a cabo utilizando el programa
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Haploview. Para todos los analisis estadisticos se consideraron valores

significativos con P<0.05.

IV. Resultados

IV.1.- Genotipificacion del SNP rs1059702

Se realizé la genotipificacion del SNP rs1059702 en 417 pacientes con LESp y
434 controles, mientras que para el analisis de TDT se genotipificaron 212 trios

(compuestos por madre, padre e hijo afectado) (Tabla 4).

Tabla 4. Datos obtenidos al genotipificar el SNP rs1059702

SNP Pacientes Controles Trios Pacientes con datos de nefritis

rs1059702 417 434 212 287 con nefritis,130 sin nefritis
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IV.2.- Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs1059702

Para determinar la distribucion de las frecuencias alélicas (A y G) y genotipicas
(AA, AG y GG) en la poblacion mexicana, primero estas fueron determinadas en
los controles y se compararon con las reportadas para poblaciones continentales,
americanos, europeos, africanos y asiaticos en la base de datos 1000 Genomas
43 Debido a que el aporte europeo al genoma mestizo mexicano es principalmente
espanol, se incluyé la poblacion ibérica de 1000 Genomas, y se incluyd la
poblacién mexicana residente en Los Angeles, California, reportada en la misma
base (Tabla 5).
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Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs1059702 de la poblacién control. Se muestran las
frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacién control y la comparacién con los datos reportados de
poblaciones continentales.

SNP: rs1059702 (A/G)
Poblacién (%)
Controles | AMR MXL EUR IBS EAS AFR YRI
Alelo (N=434) | (N=347) | (N=64) | (N=503) | (N=107) | (N=504) | (N=661) | (N=108)

A 56 43 40 15 14 78 3 2

G 44 57 60 85 86 22 97 98

Genotipo

A/A 41 29 25 7 7 69 2 1
AIG 29 26 28 15 13 18 3 2

G/IG 30 45 47 78 80 13 95 97

AMR: poblacion americana. AFR: poblacién africana. EAS: poblacion asiatica. EUR: poblacion europea. IBS: individuos de la
region ibérica de Espafna. MXL: individuos con ancestria mexicana residentes en Los Angeles, California, EE.UU. YRI: poblacién
de la tribu Yoruba, residentes en Ibadan, Nigeria. Datos publicados en 1000 Genomas

En la poblacién control estudiada se observd que el alelo A se encuentra
ligeramente en mayor proporcidn respecto al alelo G; de igual manera se observa
el mismo comportamiento para el genotipo homocigoto (A/A), mientras que el
genotipo heterocigoto (A/G) y homocigoto para el otro alelo (G/G) la proporcion es

[a misma.

Al comparar las frecuencias alélicas obtenidas (A: 56%, G: 44%) con respecto a

las de las poblaciones continentales, se observa una notoria diferencia,
principalmente con europeos (A: 15%, G: 85%) y africanos (A: 3%, G: 97%),
siendo mas parecidas a las de los asiaticos (A: 78%, G: 22%), aunque todavia

distan de ser similares; en las frecuencias genotipicas ocurre la misma tendencia:
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controles (A/A: 41%, A/G: 29%, G/G: 30%), europeos (A/A: 7%, AIG: 15%, G/G:
78%), africanos (A/A: 2%, AIG: 3%, G/G: 95%) y asiaticos (A/A: 69%, A/G: 18%,
G/G: 13%).

Debido a que este SNP ha sido previamente asociado a LES en otras poblaciones,
se decidié comparar las frecuencias alélicas y genotipicas, de casos y controles,
con los datos previamente reportados (Tabla 3). Al comparar las frecuencias
obtenidas en los casos en nuestra poblacion (A: 64%, G: 36%) con caucasicos (A:
16%, G: 84%), chinos (A: 83%, G: 17%) y africanos (A: 6%, G: 94%), se aprecia
que siguen la misma tendencia que con los datos de 1000 genomas, parecidos a
la poblacién asiatica (chinos) pero aun diferentes y totalmente opuestos a
europeos (caucasicos) y africanos. Una comparacion directa de la poblacion
mexicana de este estudio se realizd con la poblacion de origen hispano, debido a

la similitud genética resultado del mestizaje (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacion de frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs1059702 en
poblacién mexicana y de origen hispano. Se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas
de la poblacién mexicana estudiada y la comparacién con los datos reportados en el estudio
caso-control en lupus del polimorfismo rs1059702 en poblacién hispana.

SNP: rs1059702 (A/G)
Frecuencias (%)
MEX MEX HIS HIS
Alelo Controles Casos Controles Casos
(N=434) (N=417) (N=807) (N=1487)
A 56 64 39 51
G 44 36 61 49
Genotipo
A/A 41 45 15 26
AIG 29 37 48 50
G/G 30 18 37 24

HIS: poblacion hispana, MEX: poblacién mexicana.

Las frecuencias alélicas distan de ser similares tanto en controles (MEX. A: 56%,
G: 44%) vs (HIS. A: 39%, G: 61%), como en pacientes (MEX. A: 64%, G: 36%) vs
(HIS. A: 51%, G: 49%), siendo mas frecuente el alelo de riesgo (A) en poblacion
mexicana; esto mismo ocurre con el genotipo, donde la frecuencia del genotipo de
riesgo (A/A) es mayor en poblacién mexicana que en amerindios-europeos, donde

el genotipo heterocigoto (A/G) es mas frecuente en esta poblacion.
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IV.3.- Estudio de asociacion caso:control

Debido al mestizaje europeo y amerindio, la poblacion mestiza mexicana es
genéticamente heterogénea, por lo que se realiz6 una correccidn por ancestria,
utilizando los dos primeros AlMs, los cuales proporcionan la mayor informacién de
la ancestria. El estudio de asociacién se realizdé con el numero total de pacientes y
controles indicados en la Tabla 4. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 7.

Tabla 7. Estudio de asociacién caso-control con LESp. Se muestran los valores de Py OR
(95% CI) para los ensayos, con y sin correccidn por ancestria, utilizando AlMs.

Caso-Control rs1059702

P OR (95% IC)
Por ancestria 0.0016 1.401 (1.135-1.729)
Sin ancestria 0.0056 1.345 (1.090-1.658)

P: valor de p de la regresion logistica. OR: Odds Ratio. IC: Intervalo de Confianza.

Para ambos casos se obtuvo un valor de P<0.05, por lo que los datos tienen un
valor significativo, mientras que el OR, de igual manera para ambos casos, fue
mayor a 1, lo que nos indica que este polimorfismo esta asociado a riesgo para

LESp en pacientes mexicanos.

IV.4.- Estudio de asociacion a NL

La NL es una de las complicaciones mas frecuentes en LES. Con el fin de
observar la asociacion del SNP con la gravedad de la enfermedad, se realizé el

mismo estudio de asociacion ahora en pacientes con LESp con y sin NL, en un
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total de 417 individuos (287 con nefritis/130 sin nefritis). Los resultados se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Estudio de asociacion del SNP rs1059702 con NL. Se muestran los valores de Py OR
(95% IC) para los ensayos: sin correccion y con correccion por ancestria utilizando AlMs.

Asociacion a Nefritis
SNP
P OR (95% IC)
Por ancestria 0.0010 1.886 (1.291-2.756)
rs1059702
Sin ancestria 0.0056 1.437 (1.029-2.007)

P: valor de P de la regresion logistica. OR: Odds ratio. IC: intervalo de confianza.

Para ambos casos se obtuvo un valor de P<0.05, por lo que los datos tienen un
valor significativo, mientras que el OR, de igual manera para ambos casos, fue
mayor a 1, lo que nos dice que este polimorfismo, también, es un factor de riesgo

para el desarrollo de NL.

IV.5.- Estudio de TDT del SNP rs1059702.

Se realiz6 el analisis de TDT, prueba estadistica que se basa en el analisis de la
frecuencia de los alelos transmitidos de padres heterocigotos a los hijos afectados

y la frecuencia de los alelos no transmitidos (Tabla 9).
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Tabla 9. Andlisis de TDT. Se muestra el alelo sobre-transmitido, las frecuencias de transmisién y no
transmision y el valor de P para el ensayo del SNP rs1059702.

Alelo sobre-
SNP T:U P
transmitido

rs1059702 A 51:34 0.0652

P: valor de p del ensayo X*. T:U: Frecuencias de transmision:frecuencias de no transmision

Se observo que el alelo A se encuentra sobre-transmitido, aunque los resultados

no fueron significativos ya que se obtuvo una P>0.05

V. Discusion

La variante genética rs1059702 ha sido previamente descrita como variante causal
del haplotipo de riesgo IRAK1-MECP2 para LES en poblaciones con distintos
origenes étnicos. Debido a que la poblacion mexicana presenta un componente
genético heterogéneo, es de suma importancia estudiar esta variante en pacientes
con LESp, indagar en qué proporcion se encuentran distribuidos los alelos este
polimorfismo y su asociacion con LES. En el presente estudio se realizé una
genotipificacion por medio de discriminacion alélica utilizando el método de sonda
TagMan en 851 individuos, de los cuales, 434 fueron controles y 417 pacientes

pediatricos con LES.

Al comparar las frecuencias alélicas de los controles (A: 56%, G: 44%) con
aquellas reportadas en la base de datos de 1000 genomas, se observa una
diferencia importante en la distribucién de las frecuencias alélicas con respecto a
los africanos (A: 3%, G: 97%), seguidos de los europeos (A: 15%, G: 85%); en las
cuales el alelo de riesgo (A) es menos frecuente, mientras que en la poblacion
asiatica se encuentra es mas frecuente (A: 78%, G: 22%). Aun mas, al compararla
con las frecuencias alélicas reportadas para los mexicanos residentes en Los

Angeles, California (A: 40%, G: 60%) y poblacion mestiza con antecedente
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amerindio y europeo (A: 43%, G: 57%), se observa que la proporcion alélica la
poblacion del presente estudio se encuentra invertida con respecto a estas. Lo
anterior podria explicarse, en parte, por las diferencias en el componente genético
de las poblaciones, por ejemplo, el hecho que la poblacidon mexicana residente en
L.A., California tenga un componente mas heterogéneo que la poblacién mestiza
del presente estudio, debido a que esta poblacion esta compuesta por individuos

provenientes de distintas regiones del pais que migran a los Estados Unidos.

En lo que respecta a los genotipos, estos siguen la misma tendencia que las
frecuencias alélicas, diferenciandose de manera significativa tanto en europeos
como en africanos; y lo contrario se observa en mexicanos residentes en L.A.,

California.

Asimismo, al comparar las distribuciones alélicas entre casos y controles se
observa una mayor frecuencia del alelo A en los casos con respecto a los
controles, mientras que al comparar esta distribucion con la reportada en un
estudio previo realizado en poblacién con origen hispano, compuesta por
individuos mestizos con ancestria amerindia y europea, la cual es mas parecida a
la poblacidon mexicana, se observa también diferencia en las frecuencias en los
controles (MEX. A: 56%, G: 44%) vs (HIS. A: 39%, G: 61%), en donde las
frecuencias alélicas estan también invertidas, siendo el alelo A mas frecuente en la
poblacién de estudio. Sin embargo, al comprar a los casos (MEX. A: 64%, G: 36%
vs HIS. A: 51%, G: 49%), aunque el alelo A sigue siendo mas frecuente en los
pacientes con LESp de este estudio, la distribucion alélica es igual al de la
poblacién amerindia-europea. Tomando en cuenta las frecuencias genotipicas, se
observa que el genotipo de riesgo (A/A) sigue siendo mas frecuente en

mexicanos, mientras que el genotipo heterocigoto (A/G) lo es en mestizos.

Por otra parte, en el estudio de asociacion caso: control del SNP se obtuvo un
OR=1.345 y P=0.0056, por lo que se encuentra asociado al riesgo a LESp.
Ademas, estos resultados se replicaron al corregir por ancestria, lo que evita un

sesgo debido al componente étnico heterogéneo en nuestra poblacion. De manera
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interesante, también se encontré asociacion con NL, tanto con correccidén por
ancestria (OR=1.886; P=0.0010) como sin correccion (OR=1.437; P=0.0056) por
lo que esta variante también se asocia con el dafio renal, y por lo tanto con la

gravedad de ésta.

Por otro lado, el resultado obtenido en el estudio TDT mostré que el alelo de
riesgo se transmitié de padres a hijos en un 51% de los casos; como resultado

estadistico se obtuvo P=0.0652 lo que indica que estos datos no son significativos.

El hecho que el alelo A presente una mayor frecuencia en la poblacion mexicana
con respecto a las demas poblaciones, y que exista una asociacion significativa de
este tanto a LESp como a NL, sugiere que el efecto bioldgico de esta variante
genética podria ser de suma importancia para el desarrollo de LES en nuestra
poblacién. Al respecto, se sabe que este cambio de nucledtido (A>G) es no
sinénimo, ya que confiere un cambio de aminoacido de serina a fenilalanina en la
posicion 196 (S196F), lo que lleva a su vez a un cambio en la estructura primaria
de la proteina de IRAK1, aumentando los niveles de NF-kB que se transloca al
nucleo. También se ha asociado a niveles bajos del mMRNA de MECP2, por lo que
podria tener relevancia en la regulacion epigenética en los pacientes con LES.

En un estudio previo, se demostré6 que la presencia del alelo A del rs1059702
aumenta los niveles de NF-kB en comparacion con la presencia del alelo G. Sin
embargo, se debe de tomar en cuenta que esta variante se ha asociado con otros
polimorfismos, los cuales se encuentran en LD con éste, y en conjunto conforman
un haplotipo localizado en la region de IRAK1. Este haplotipo esta conformado por
5 SNPs intrénicos: rs3027898 (T/G), rs731642 (G/A), rs2239673 (T/C), rs5945174
(A/G) y rs7061789 (A/G); y 3 SNPs exodnicos: rs1059701 (G/A) [sindnimo],
rs1059702 (G/A) [no sindnimo, S196F] y rs1059703 (A/G) [no sinénimo, L532S].
*" Se ha sugerido que los polimorfismos que conllevan a un cambio de aminoacido
(rs1059702 y rs1059703) actuan en conjunto, y que estos cambios repercuten en
el arreglo estructural de la proteina, dando como resultado una proteina IRAK1
que interacciona menor tiempo con IRAK4, de esta manera IRAK1 puede reclutar

rapidamente a TRAF6 y continuar mas rapidamente con la via de sefializacion ¥/,
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de esta manera se refleja un aumento de translocacion de NF-kB al nucleo. Con
base en lo anterior, podemos sugerir que en los pacientes con LESp se encuentra
este haplotipo presente en la regién de IRAK1.

La translocacion de NF-kB al nucleo juega un papel importante en la respuesta
inmunoldgica, ya que modula la expresion de citocinas y otros mediadores de la
inflamacion. 32 Al presentarse una mayor cantidad de NF-kB, este promueve la
produccion de citocinas pro-inflamatorias; la presencia de auto-antigenos
mantiene la respuesta inmune activa y por ende NF-kB seguira promoviendo la
produccion de citocinas, lo que podria explicar la relacion de este SNP con la
presencia de NL en los pacientes. Cabe recordar que en pacientes pediatricos los
sintomas son mas graves y agudos, en comparacion con los adultos. Ademas, NF-
kB también regula la inflamacion, induciendo apoptosis en neutréfilos, *® sin
embargo, este aporte seria minimo en comparacion con todas las anormalidades
inmunolodgicas presentes en LES.

Todavia se desconoce el mecanismo por el cual disminuyen los niveles de mRNA
de MECP2 por la presencia de este SNP, se cree que puede estar relacionado con
algun otro polimorfismo que, en conjunto, afecten directamente la expresion de
este gen. >’ Como ya se menciond anteriormente, en pacientes con LES existe un
estado de hipometilacién, lo que podria ser una contribuciéon parcial de la
disminucion de la expresion de MECP2; no hay una regulacién transcripcional
adecuada y de ahi se podrian desencadenar las diversas anormalidades

presentes en esta enfermedad.

Finalmente, de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, resulta
interesante caracterizar las implicaciones funcionales de la variante rs1059702 en
pacientes con LESp, para conocer mas sobre la contribucién de ésta a la

patogenia del LES.
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VI. Conclusiones

e El alelo de riesgo A, asi como el genotipo homocigoto (AA) del SNP rs1059702
se encontré en una alta frecuencia en poblacion mexicana. Esta diferencia en
la distribucion alélica y genotipica pudiera ser propia del origen étnico de la

poblacion mexicana.

e Se encontré una asociacion del alelo menor, A, del SNP rs1059702, con LESp
y NL.

e En el andlisis de TDT se encontré que el alelo A se sobre-transmite de padres
a hijos en una mayor frecuencia, sin embargo, esta no fue de manera

significativa.
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