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Resumen

El Lupus Eritematoso Sist¢émico (LES) es una enfermedad autoinmune sistémica y cronica que
afecta predominantemente a mujeres en una relacion de M:H de 9:1. Del 10 al 20% del total de los
casos con LES se presentan en edad pediatrica y se presenta con una incidencia de 0.36-0.9 nifios
por cada 100,000 nacidos vivos. El LES pediatrico (LESp) y LES adulto son idénticos en sintomas,
sin embargo, el LESp presenta un curso clinico mas grave y una mayor afectacion de 6rganos, entre
éstas se encuentra la nefritis lapica (NL), que consiste en el cambio del tejido del parénquima por
tejido fibroso en el rifion. Siendo esta afeccion mas frecuente en los pacientes pediatricos y una de

las que compromote la vida en mayor medida.

En la patogenia del LES intervienen tanto por factores ambientales como genéticos, sin embargo, la
alta heredabilidad de éste y una alta concordancia en gemelos monocigoéticos sugieren una
importante contribucion genética en el desarrollo de este padecimiento. Ademas, se ha reportado
que la incidencia del LES varia de acuerdo al origen étnico de las poblaciones, siendo las

poblaciones africanas y latinoamericanas las mas afectadas.

Estudios de asociacion de genoma completo y de gen candidato, muestran que la mayoria de los
genes asociados a LES estan involucrados en la respuesta imune, tales como la via del interferén
tipo I (IFN-I). Asimismo, se han reportado polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) localizados
en genes de microRNAs (miRNAs), los cuales son RNAs pequefios que regulan a los RNA
mensajeros (mMRNA) de manera post-transcripcional. En la regién gendémica que contiene a miR-
146a, son numerosos miR-SNPs los que se han encontrado, sin embargo, destacan algunos por
estar asociados a enfermedades como cancer, tal es el caso del miR-SNP rs2910164 localizado en el
precursor de este miRNA. Estudios recientes reportan un miR-SNP localizado en la region
promotora de miR-146a (1rs2431697), el cual comprende el cambio de una citosina (C) por una
timina (T). Este SNP se ha asociado a LES en las poblaciones china y europea, y la presencia del
alelo T correlaciona con la disminucién de la expresion del miRNA maduro en individuos sanos. De
manera interesante, en pacientes con LES se ha observado la sub-expresion de miR-146a, el cual
tiene como mRNAs blanco a varios genes de la via de IFN-1 (IRAK1, TRAF6, STATI e IRFY5), por
lo que se le considera un regulador clave en la respuesta inmune. Ademas en la regidon que codifica
para el pri-miR146a, se encontr6 un miRNA maduro, el miR-3142. A la fecha, no ha sido

estudiado, por lo tanto se desconoce las vias en que pueda participar como regulador negativo.



En el presente estudio se genotipifico el SNP rs2431697 en una cohorte de 343 pacientes y 436
controlesen poblacion mexicana. Se realizaron los andlisis de asociacion caso-control y
desequilibrio de transmision (TDT). Ademas, se determinaron los niveles de expresion de todas las
formas de miR-146a (pri-miR-146a, pre-miR-146a y miR-146a, miR-146a*) y del miRNA maduro
localizado en el cuerpo de miR-146a, miR-3142 mediante PCR en tiempo real (qPCR) para
determinar la correlacion con el genotipo del SNP rs2431697. También se realizo la correlacion de

la expresion de miR-146a con NL.

El SNP rs2431697 no se encontré asociado a LESp ni a NL en la poblaciéon mexicana. Sin embargo,
al comparar las frecuencias alélicas con otras poblaciones, el alelo menor T se encuentra en menor
frecuencia en la poblacion mexicana. Debido a que el SNP 152431697 se localiza en la region
promotora de miR-146a y genes aledafios como miR-3142, se llevo a cabo una correlacion del
genotipo y los niveles de expresion de los miRNAs. Se observo que los individuos homocigotos TT
y heterocigotos CT, presentaron un aumento en la expresion de todas las formas de miR-146a y
miR-3142. Estos resultados sugieren que en los individuos portadores del alelo menor T existe una
disminucion de la transcripcion. Utilizando la base de datos ENCODE vy la herramienta informatica
PROMO, se encontraron dos sitios de unioén del factor de transcripcion NF-kB cercanos al miR-
SNP, ademas de sitios de uniéon de Max y Pax5 que coinciden con el sitio de localizacion del miR-
SNP. Ademas, la base de datos ENCODE revela marcas epigenéticas propias de enhancer, tales
como la metilacion de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4mel) y la acetilacion de la lisina 27 en la
histona 3 (H3K27me3), que se encuentran enriquecida en esta zona. Esto sugiere que el sitio donde
se encuentra el miR-SNP es un enhancer y no la region promotora como ha sido descrita

previamente.

Por ultimo, se observo una tendencia en la disminucién en la expresion de la forma madura de

miR-146a en pacientes con NL, asociandolo a la gravedad de la enfermedad.

En conclusion, el miR-SNP 152431697 no se asocié con LESp ni NL en la poblacion mexicana. Los
individuos portadores del alelo menor T mostraron una disminucion significativa de todas las
formas de miR-146a, asi como de miR-3142, lo que sugiere que este alelo tiene algiin efecto en la
transcripcion, probablemente al interferir con el reconocimiento de factores de transcripcion como
NF-kB, Max y Pax5. De acuerdo a la base de datos ENCODE, el miR-SNP rs2431697 se localiza
en un sitio de enhancer, en lugar de la region promotora. Pacientes con NL presentan un aumento en
la expresion de miR-146a, por lo que este miRNA podria jugar un papel importante en la gravedad

del LES.



I. Introduccion
I.1. El lupus eritematoso sistémico (LES).

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune con un amplio espectro de
presentaciones clinicas, en la que ocurre dafio en la mayoria de los 6rganos y tejidos. Se caracteriza
por la produccion de auto-anticuerpos, principalmente aquellos que reconocen DNA de doble
cadena (anti-dsDNA), asi como por la activacion del complemento y el deposito de complejos
. | . . .

inmunes ‘. Esta enfermedad se presenta con mayor frecuencia en mujeres en edad reproductiva
(entre los 15 y 40 afios de edad) en una relacion M:H de 9:1, por lo que se piensa que las hormonas

. . . . ’ . 2 r

contribuyen a su prevalencia mediante mecanismos aun desconocidos “. Algunos de los sintomas
caracteristicos de esta enfermedad son: eritema malar, artralgias, fiebre, dolor en los musculos y en

el pecho al respirar profundamente, entre otros.

Debido a que esta enfermedad es sistémica, su diagnostico es dificil y puede confundirse con otras
enfermedades. Recientemente, el colegio americano de reumatologia (ACR, por sus siglas en
inglés: American College of Rheumatology) ha establecido que para diagnosticar a un paciente con

LES, este debe de presentar por lo menos cuatro de los once criterios que se enlistan en la Tabla 1.



Tabla 1. Criterios para el diagnoéstico de LES. Tomada y modificada de 3.

Criterio

Especificaciones

. Eritema malar

. Erupcioén discoide
. Fotosensibilidad

. Ulceras orales

. Artritis

AN N A WD =

. Serositis

7. Alteraciones renales

8. Desordenes neurologicos

9. Alteraciones hematologicas

10. Alteraciones inmunologicas

11. Anticuerpos

a) Pleuritis

b) Pericarditis

a) Proteinuria (>0.5 g/dia)

b) Cilindros celulares: hemoglobina

a) Convulsiones

b) Psicosis

a) Anemia hemolitica

b) Leucopenia (<4,000/mm? > a 2 ocasiones)
¢) Linfopenia (<1,500/mm? > a 2 ocasiones)
d) Trombocitopenia

a) Anticuerpos anti-DNA

b) Anticuerpos anti-Sm

¢) Anticuerpos anti-APL

ANA en valores elevados

Sm: Smith. Anticuerpos anti-proteina ribonucleica. APL: Anticuerpos anti-fosfolipidos. ANA: Anticuerpos anti-nucleares

El LES comienza a manifestarse con una fase pre-clinica caracterizada por la produccion de auto-
anticuerpos y continua con una fase clinica mas especifica. En esta ultima, se produce un estado de
inflamacion e involucramiento de multiples 6rganos (como pulmoén y corazon), asi mismo en
algunos tejidos como el musculo esquelético . De la misma manera, pueden llegar a ocurrir

infecciones o padecimientos como la ateroesclerosis, siendo €stos en conjunto una causa de

mortalidad (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del curso clinico de LES. La manifestacion de la enfermedad comienza con una fase preclinica con
la produccién de auto-anticuerpos y continta con una fase con caracteristicas clinicas mas especificas, como inflamacion
y el involucramiento de 6rganos. Culmina con el dafio sistémico en el individuo, y en conjunto con otros trastornos como
ateroesclerosis o infecciones que pueden llegar a comprometer la vida del individuo. SLICC: Systemic Lupus

International Colaboration. Tomado y modificado de Bertsias, G., et al. Ann. Rheumatic Dis. 69, (2010). .

Una de las afectaciones con mayor prevalencia es el dafio renal, conocida como nefritis lipica (NL),
la cual se presenta en un 60% de los pacientes con LES. En la NL existe dafio en el rifion, que
consiste en la degradacion del parénquima y su reemplazo por tejido fibroso; sus manifestaciones
clinicas incluyen proteinuria, sedimentos urinarios activos y dafio renal agudo, por lo tanto se debe

de dar un tratamiento oportuno al paciente para evitar un dafio permanente > .

El LES es una enfermedad compleja, en la que se han encontrado diferencias entre los pacientes
que debutan en edad pediatrica y adulta, principalmente en el cuadro clinico y la gravedad de la

enfermedad >*®. Por lo anterior, se ha clasificado en LES adulto (LESa) y pediatrico (LESp).
I.1.1. El lupus eritematoso pediatrico (LESp).

El LESp se presenta con una incidencia de 0.3 a 0.9 por 100,000 nifios nacidos vivos por afio, y con
una prevalencia de 3.3 a 8.8 por 100,000 nifios nacidos vivos ¥ . Algunos estudios reportan que la
edad media en la que se presenta esta enfermedad en los nifios es entre los 11 y 12 afios, y es raro
encontrar a pacientes con menos de 5 afios >!° . En general, se diagnostica con LESp a aquellos
individuos menores de 16 afios de edad. Los pacientes diagnosticados con LESp presentan una serie
de sintomas que incluyen: fiebre, fatiga, anorexia, pérdida de peso, alopecia y artralgia. Estos y

otros signos de inflamacion generalizada difusa, incluyendo linfadenopatia 'y



hepatoesplenomegalia, pueden ocurrir tanto al inicio como durante los brotes de la enfermedad '°.
La tasa de mortalidad del LESp aumenta con el tiempo, y a diferencia del LESa, se mantiene alta a
pesar de no existir condiciones morbidas pre-existentes. Por esta razon, se debe proporcionar un

enfoque especializado y multidisciplinario con la finalidad de reducir el dafio '

Los criterios de diagnoéstico mas comunes en LESp son: eritema malar, artritis, anormalidades
hematologicas, el involucramiento del sistema nervioso central, ademas de una mayor prevalencia
de NL. Estas afectaciones son mas frecuentes en los pacientes pediatricos que en los adultos, y cabe

mencionar que en conjunto comprometen la vida del individuo %!%!3

. La gravedad del dafio en el
rindén desencadena, en la mayoria de los casos, en glomerulonefritis que es una caracteristica
dominante en el cuadro clinico con una frecuencia del 50 al 75% de los pacientes %15 En LES, la
glomerulonefritis se clasifica de la Clase I (dafio minimo mensagial) a la Clase IV (esclerosis
avanzada y nefritis). Dentro de éstas se considera principalmente el involucramiento mesangial, el

grado de dafio renal y el grado de involucramiento que afecta el glomérulo .

El inicio de LES en edades tempranas se ha asociado con un mayor numero de alelos de riesgo, lo
que podria explicar la gravedad de LESp en comparacion con LESa. Ademas, se ha observado que
la mayoria de las variantes genéticas asociadas a LES se localizan en genes que participan en la
sefalizacion o produccion del interferon tipo I (IFN-I), lo cual correlaciona con los altos niveles de

esta citocina en suero de pacientes, principalmente de IFN-0, '
1.2. La etiopatogenia del LES.

Se han propuesto varios factores asociados a la patogenia del LES, entre estos se encuentran los
ambientales como el tabaquismo, infecciones por el virus Epstein-Barr, asi como la exposicion a la
luz ultravioleta '’. La regulacion epigenética también se ha asociado al desarrollo de LES, debido a
que los pacientes con LES presentan un mayor estado de hipometilacion global '®. Por otra parte, se
ha observado que los estrogenos regulan la sefializacion y activacion de las células del sistema
inmune, por lo que se sugiere fuertemente que el factor hormonal se encuentra implicado en la
patogenia, ya que son las mujeres en edad reproductiva las que presentan mayor incidencia de LES
19 Se ha reportado que en los brotes de LES, el estrogeno lleva a la sobre-expresion de citocinas del
tipo Th2 (IL-4), las cuales a su vez desencadenan la activacion de linfocitos B y como consecuencia
la produccion de auto-anticuerpos que reconocen ds-DNA vy la seleccion de clonas auto-reactivas '

2l También se ha observado un papel importante de los estrogenos en la inflamacién sistémica

mediante la activacion de genes de la via del IFN-1%2.



La desregulacion del sistema inmune en LES se caracteriza por anormalidades humorales y
celulares, principalmente en la respuesta inmune innata y adaptativa. Aun se desconoce la
etiopatogenia del lupus, aunque se ha sugerido que el mecanismo de la apoptosis y el
funcionamiento incorrecto de la fagocitosis pueden llevar al reconocimiento de antigenos nucleares
propios. Al ocurrir algin dafio o infeccién en la célula, el mecanismo de apoptosis permite
mantener la homeostasis y evitar algun dafio en los tejidos. Durante este proceso, se libera el
contenido celular (cromatina, citocinas pro-inflamatorias, entre otros) que en conjunto pueden
ocasionar inflamacion y el reconocimiento de los antigenos propios por células presentadoras de
antigenos. Las células especializadas se encargan de fagocitar el material expulsado, sin embargo,
en LES sucede un procesamiento erroneo en la fagocitosis/apoptosis, lo que ocasiona la
acumulacion de restos celulares “debris” favoreciendo el reconocimiento de estos auto-antigenos y

la formacion de auto-anticuerpos *2* (Figura 2).
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Figura 2. Modelo hipotético de la patogenia del LES. La apoptosis es provocada por la exposicion a radiacion UV o
alguna infeccion (viral o bacteriana). El material apoptotico es liberado al medio extracelular y es reconocido por las
células dendriticas plasmocitoides (CDPs), las cuales producen IFN-I (triangulos morados) que participa en la maduracion
de las células dendriticas (CDs). Las CDs activadas reconocen los inmunocomplejos formados por los auto-anticuerpos y
presentan los auto-antigenos a los linfocitos T CD4*, lo que a su vez lleva a la activacion de los linfocitos B y finalmente

a la produccién de auto-anticuerpos. Tomada y modificada de Bertsias, G., ef al. Ann. Rheumatic Dis. 69, (2010). *.

Estos cambios en la respuesta inmune innata contribuyen al dafio sistémico, desencadenando la
liberacion de citocinas inflamatorias, asi como la activacion anormal de linfocitos T y B. De esta

manera, la actividad citotoxica deficiente de los linfocitos T y la disminucién en la produccion de



interleucina 2 (IL-2), incrementan el riesgo a desarrollar infecciones !”. Existe también una sobre-

expresion del IFN-1 y cambios en la cascada de sefializacion de esta via en pacientes con LES %
1.3. La genética del LES.

Aunado a los factores ambientales y hormonales, el factor genético del LES se encuentra
estrechamente relacionado con su etiopatogenia. Se ha reportado que la concordancia de LES en
gemelos monocigoticos es del 24 al 35%, comparado con un 2 a 5% en gemelos heterocigotos %7 .
Ademas, estudios de agregacion familiar muestran que del 10 al 12% de pacientes con LES tienen
un primer o segundo grado de relacidn comparado con el 1% en controles, y que los hermanos de
pacientes con LES tienen un riesgo relativamente alto para la enfermedad, con un cociente de riesgo
entre hermanos (As) de 5.3 a 29 2. También se ha observado que existen grupos étnicos que son
mas susceptibles al desarrollo de LES, presentando mayor actividad de la enfermedad, mortalidad,
asi como una mayor prevalencia de caracteristicas diagnodsticas. Entre los grupos étnicos mas
susceptibles se encuentran los asiaticos, africanos y latinos '%?°. Se ha observado que en los

pacientes africanos y latinos existe mayor probabilidad de dafio sistémico y que los niveles de auto-

anticuerpos son mas elevados *.

Se ha reportado un nimero importante de variantes genéticas asociadas a la susceptibilidad a LES
2, Algunos estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés: Genome
Wide Association Studies) y de gen candidato en LES, han reportado genes asociados en procesos
de la respuesta inmune innata y adquirida '. Estos genes qué se han categorizado en cuatros grupos:
1) genes que afectan la activacion de linfocitos, en particular de los linfocitos B; 2) genes que
participan en la respuesta inmune innata, entre los cuales destaca NF-kB y la sefializacion de IFN-I;
3) genes que participan en el dafio en tejido renal, y, 4) genes que participan en la remocion de
desechos apoptoticos, cromatina y complejos inmunes *!. También se han estudiado polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés: Single Nucleotide Polymorphism), variantes
en el niimero de copias (CNVs, por sus siglas en inglés: Copy Number Variations), amplificaciones,

inserciones y deleciones asociados a esta enfermedad *! 3 .

En la poblacién asiatica se reportd asociacion de CNVs en genes relacionados con las clonas Th17,
como lo son /L-17F, IL-21 e IL-22 (OR=3.67, 12.24 y 6.48, respectivamente), observando un
incremento en su expresion en comparacion con sujetos controles **. En la poblaciéon mexicana, en
pacientes con LESp se encontraron CNVs en TLR7, presentandose un incremento en su expresion
en las mujeres (OR=6.61) en comparacion a los hombres, lo que demuestra que esta variante se

encuentra asociado en mayor medida al sexo femenino*’.



También se ha reportado la asociacion con LES de SNPs localizados en genes del complejo de
histocompatibilidad de clase II (HLA-II), integrina alfa M (ITGAM), en la sefializacion de linfocitos
Ty B (STAT4, PTPN22, BANKI, BLK, TNFSF13B), en la cascada del complemento y en otras vias

implicadas en la inmunidad como inflamacion o quimioatraccion (Tabla 2

) 36,37

Tabla 2. Variantes genéticas asociadas a LES. Tomada y modificada de *°.

Afectaciones

Genes asociados a SNPs

Piel

Serositis

Rifidén

Desordenes neuroldgicos

Caracteristicas hematologicas

Desordenes inmunologicos

ITGAM rs1143679
FCGR2A4 rs1801274
IL-6 174 G/C

VDR 151168268

TRAF3IP2 1s33980500, rs13190932 y
rs13196377

PTPN2 rs2542151

HLADR2, HLADR3 152187668

STAT4 rs7574865, rs11889341, rs7568275 y
rs7582694

ITGAM 11143683, rs1143679

IRF5 152004640, rs2079197 y rs1048863 1
IRF7 154963128

TNFS4 152205960

DNAsa 1Q222R

TREXI 1922075, rs6776700, rs6442123,
rs2242150 y rs11797

IL-211s907715

STK 174 haplotipo TAGTC
Anti-dsDNA

HLADR2, HLADR3 152187668

STAT4 rs7574865, rs7582694

ITGAM 11143679, rs9888739

IRF5 rs10488631

SSA/SSB

ITGAM 11143679




IRF7 154963128
HCPS5 153099855
HLADR3 rs2187668
RNP

ITGAM 11143679
Sm

ITGAM 157574865

SSA: anticuerpos anti-Ro SSB: anticuerpos anti-La RNP: anticuerpos anti-ribonucleoproteina

Resulta interesante que un nimero importante de genes de la via del IFN-I como STAT4, TLR7,
TLRY, IRF5, IRF7, IRF8 e IRAK1 también se han asociado con LES en distintas poblaciones *!. En
la poblacion mexicana se estudiod, tanto en poblacion mestiza como indigena, el haplotipo de riesgo
TCA localizado en IRF5 *3. Este haplotipo se encuentra conformado por los SNPs rs2004640,
rs2070197 y rs10954213, y presenta una mayor frecuencia alélica en individuos mestizos e
indigenas mazatecos en comparacion con poblacion europea, asi como una asociacion mayor a LES
en comparacion con controles sanos (OR= 10.46; P: 4.4x107'%)3°. Ain mas, se presenta una mayor
frecuencia de homocigotos del haplotipo de riesgo en pacientes mexicanos en comparaciéon con
pacientes europeos, lo cual sugiere que el aporte del genoma amerindio contribuye a la

susceptibilidad a LES y la alta frecuencia del haplotipo de riesgo *°.
1.4. La via del interferdn tipo I (IFN-I).

Los IFN-I son una familia de citocinas con una estructura relacionada, las cuales se clasifican en
cinco clases (IFN-a, B, o, € y k) de acuerdo a su capacidad de interferir con la actividad viral en
medios de cultivo, asi como a su papel inmunoregulador . Los IFN-I juegan un papel importante
en la maduracion y activacion de las células dendriticas plasmocitoides (CDPs), lo que lleva a un
incremento en la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase [ y I (CMH 1 y II),
quimiocinas y sus receptores, asi como moléculas co-activadoras. Ademas, participan en el
desarrollo de los linfocitos virgenes en las clonas Thl, en las c€lulas citotoxicas, y en la activacion

de linfocitos B %,

La produccion de IFN- I comienza con el reconocimiento de patogenos tales como virus, bacterias o
acidos nucleicos microbiales, los cuales son reconocidos por receptores de patrones de
reconocimiento (PRRs, por sus siglas en inglés: Pattern Recognition Receptors), receptores tipo Toll

(TLR, por sus siglas en inglés: Toll-Like Receptor) y receptores inducibles por acido retinoico
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(RLR, por sus siglas en inglés: Retinoic acid-inducible gene-I-like receptor). Estas citocinas son
producidas principalmente por las CDPs, las cuales expresan TLR7 y TLRY en sus membranas
endosomales. El factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD§&8) participa en el primer paso de la
cadena de activacion, interactuando con el factor asociado al receptor de factor de necrosis tumoral
6 (TRAF6) y el receptor de interleucina tipo cinasa (/[RAK) 1 y 4. Estos eventos desencadenan la
fosforilacion del factor regulador de IFN (/RF)-3, 5y 7, permitiendo su traslocacion al nicleo para

la transcripcion de los genes de IFN-1#° (Figura 3).
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Figura 3. Via del Interferon tipo-I (IFN-I). A) Se lleva a cabo el reconocimiento de ssSRNA y dsDNA a través de los
TLRs endosomales (TLR 7 y TLR 9), los cuales ocasionan la activacion de MyD&8, que a su vez interactua con TRAF6 e
IRAK 1,4, fosforilando finalmente a /RF3, 5y 7 (dependiendo del tipo celular que realice la activacion), para traslocarse a
nucleo e inducir la transcripcion de genes inducibles por IFN-I.Tomada y modificada de O’Neill, L. A, et al. Nat. Rev.

Immunol. 13, (2013). 4.
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Una vez que se ha liberado IFN-I, este se une posteriormente a receptores localizados en la
superficie de la membrana celular para iniciar una cascada de sefializacion mediante los dominios
Janus cinasa (JAK, por sus siglas en inglés: Janus Kinase), los cuales se encuentran proximos al
receptor de IFN-I. Estos dominios se transfosforilan para activarse, tienen un cambio estructural de
ligando cuyo resultado es la fosforilacion del transductor de la sefial y activador de la transcripcion
(STAT, por sus siglas en inglés: Signal Transducer and Activator of Transcription), lo que le
permite traslocarse al nicleo para que se lleve a cabo la transcripcion de los genes inducibles por

IFN-I4%,

De manera interesante, se han encontrado niveles elevados de IFN-I en suero de pacientes con LES,
en particular de IFN-a, cuyo fenotipo puede ser heredable (en un 48%) en familias con LES al
encontrarse en mayor porcentaje en individuos relacionados en primer grado **. Ademas, los niveles

de expresion de IFN- a correlacionan con un cuadro clinico mas grave, como es el caso de la NL.

Los genes que confieren susceptibilidad a enfermedades complejas han sido ampliamente
estudiados, y en el caso de LES se han investigado aquellos que participan en el sistema inmune.
Cabe mencionar que los genes que codifican para RNAs pequefos, como los microRNAs, también
se han estudiado debido a que regulan de forma directa o indirecta al sistema inmune *. Por este

motivo, es de suma importancia conocer su participacion en la patogenia del LES.
I.5. Los microRNAs.

Los microRNAs (miRNAs) son genes que transcriben para RNAs pequefios no codificantes de 21-
24 nucleodtidos de longitud que regulan de manera post-transcripcional a los RNA mensajeros
(mRNAs) #*. Se ha reportado que alrededor del 30% de los genes codificantes para proteinas son
regulados por estas moléculas *°. Por lo general, los miRNAs llevan a la represion de la traduccion
del mRNA blanco a través del reconocimiento parcial de la region semilla del miRNA (del
nucleotido 2-8) con la region 3’ no traducida (3°-UTR, por sus siglas en inglés: Untranslated
Region) del mRNA #7. Este reconocimiento se lleva a cabo mediante la interaccion de bases tipo

Watson-Crick 4.

1.5.1. La biogénesis de los miRNAs.

La sintesis o biogénesis de los miRNAs puede ser muy variada. Por un lado, existe la via canonica,

la cual se lleva a cabo en la mayoria de los mamiferos . Sin embargo, existen otras vias que pueden
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generar miRNAs, entre las que se encuentran la via de los mirtrons, relacionada ampliamente con el

splicing, asi como otros casos que no dependen de Dicer o son independientes de Drosha y DGCRS

48,51

Los genes que codifican miRNAs estan localizados en varios contextos genoémicos, ya sea que se
encuentren localizados en los intrones o exones de otros genes o como genes independientes ** . Los
genes de miRNAs se transcriben en el ntcleo por la actividad de la RNA Polimerasa II (Pol II),
dando lugar al miRNA primario (pri-miRNA), el cual adquiere una estructura tallo-asa, se
poliadenila y presenta caracteristicas propias de la transcripcion de la Pol 11 3°. También se ha
reportado que algunos genes de miRNAs son transcritos por la RNA Pol I, y que esta es mediada
por los factores de transcripcion como Myc o p53 2. Posteriormente el pri-miRNA es procesado en
el nucleo por el complejo microprocesador, formado por la RNasa III Drosha y la proteina DGCRS
(por sus siglas en inglés: Di George Critical Region &), el cual escinde parte del tallo,
produciéndose asi una estructura el tallo-asa de aproximadamente 65 nucledtidos de longitud que
corresponde al precursor de miRNA (pre-miRNA) *® . El pre-miRNA se exporta al citoplasma a
través del complejo formado por Exportina 5 (XPOS) y la proteina nuclear de uniéon a GTP (RAN-
GTP). Una vez que se forma este complejo de poro nuclear, el GTP es hidrolizado, como resultado
se desensambla el complejo y es liberado el pre-miRNA al citoplasma “®. Posteriormente, el pre-
miRNA es procesado por la RNasa III Dicer, la cual forma un complejo con TRBP (por sus siglas
en inglés: Tar RNA Binding Protein) y PACT (por sus siglas en inglés: Protein Activator of PKR).
Dicer realiza un corte en el asa del miRNA generando un duplex de aproximadamente 22
nucleotidos, con dos nucleétidos que sobresalen en el extremo 3’. El duplex estd formado por la
hebra guia, la cual contiene la secuencia especifica del microRNA, y por la hebra pasajera (también
conocido como miRNA¥*). Por lo general el miRNA* es degradado una vez que es ensamblado el
complejo RISC (por sus siglas en inglés: RNA Induced Silence Complex), debido a la unién del
miRNA maduro con la proteina Argonauta 2 (Ago2). Después, el duplex se une a Ago2 formando el
complejo RISC, en donde el miRNA maduro reconoce al mRNA blanco (Figura 4). Cabe
mencionar que se ha reportado que algunas secuencias de los miRNAs* tienen un papel funcional,
y tienen una expresion abundante, lo cual ocasiona que las proporciones miRNA/miRNA* se vean

modificadas 3.
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Figura 4. Biogénesis de los miRNAs. La RNA polimerasa Pol II transcribe el gen del miRNA para forma una estructura
tallo-asa (el pri-miRNA), el cual es escindido por el microprocesador conformado por Drosha y DGCRS8 para formar el
pre-miRNA. Este ultimo es transportado al citoplasma mediante el complejo de transporte Exportina 5-RAN-GTP para ser
procesado por TRBP y Dicer, enzimas que realizan un corte al asa formando un miRNA duplex (miRNA-miRNA*) que

contiene la secuencia madura, la cual se une a la proteina Ago2 para reconocer al mRNA blanco y realizar asi su funcion.

Tomada y modificada de Ameres, S. L. et al. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 14, (2013).%.
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1.5.2. Los polimorfismos de un solo nucledtido en genes de miRNAs.

Se han reportado polimorfismos en los genes que codifican para miRNAs, conocidos como miR-
polimorfismos o miR-SNPs. Los miR-SNPs se pueden localizar en distintos sitios: en la region
codificante de los transcritos de los pre- y pri-miRNAs, en las secuencias codificantes de miRNAs
maduros, en el sitio de reconocimiento de los miRNAs, y por ultimo, en proteinas implicadas en la
biogénesis (Drosha, DGCRS, Dicer y Ago2). También se han reportado miR-SNPs localizados en la
region promotora de los genes de miRNAs, los cuales ocasionan la disminucién o aumento de la
transcripcion de estos. En el caso que se localice en el pri y pre-miRNA, el miR-SNP puede
ocasionar la disminucion o incremento de estas formas involucrando directamente al procesamiento
hasta la forma madura, la exportacion y la interaccion con las proteinas de la via . Lo anterior se
ejemplifica en la figura 5, en la cual dos miR-SNPs localizados en miR-15 y miR-16, asi como en

miR-196a-2*, han sido asociados a dos tipos de cancer.

SNPs en la secuencia pri-miRNA: C-T mir-15 y mir-16

Silvestre
A] CC
— % miR-16-1
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T Yy
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Figura 5. Esquema representativo de miR-SNPs en secuencias del pri y pre-miRNA. A) En la secuencia del pri-
miRNA el alelo mayor C en miR-16-1 lleva a una produccion constante de su forma madura; en presencia del alelo menor
T hay una reduccion en la sintesis en la forma madura, que se correlaciona con leucemia linfocitica cronica. B) El pre-

miRNA de miR-196a-2 tiene un procesamiento constante a su forma madura al tener el alelo mayor C, pero al presentar el
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alelo menor T se presenta una reduccion significativa de su forma madura, este miR-SNP se ha asociado a cancer gastrico,

pulmonar y de mama. Tomada y modificada de Ryan, B., Robles, A. ef al. Nat Rev Cancer (2010) 37

Los SNPs localizados en los 3'UTR de mRNAs, en especifico en el sitio de union al miRNA,
pueden afectar la expresion de los mRNAs blanco, lo cual a su vez se puede relacionar con la
susceptibilidad a desarrollar enfermedades o la resistencia a medicamentos *°. Un solo miR-SNP
puede tener efecto en la expresion de varios genes en una via de sefializacion, en la regulacion del

metabolismo, ciclo celular o diferenciacion de células troncales, entre otros 68 .

1.5.3. La expresion de miRNAs en LES.

Se ha reportado que los miRNAs tienen una funcidon determinante en el control del sistema inmune,
desde la regulacion de vias de sefializacion hasta su desarrollo y en la respuesta inmune . En

pacientes con LES se ha observado una expresion diferencial de algunos miRNAs (Tabla 3) 3¢

Tabla 3. Expresion diferencial de miRNAs en pacientes con LES en diferentes tipos celulares.

Niveles de mRNA
miRNAs Tipo celular Efecto
expresion Blanco
) . _ . Hipometilacion de
miR-148a y miR-21 Linfocitos T CD4" DNMT1
DNA ¥,
Supresion

deficiente por

parte de las Tregs, IRAK-M, TAB 2,

miR-155 CMNS, Tregs.
incremento en la CD62L
sefializacion en la
via del IFN-] 60-62
Sobre-expresado Disminucion de
miR-31 Tregs. FOXP3

las clonas Tregs .

Correlacion del

SLEDAI con los
niveles de
miR-21, miR-25y
Linfocitos T y B expresion. PDCD4
miR-106b _
Fenotipo

aberrante en

Linfocitos T %2
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Incremento de la

) IRF5, TRAFG6,
miR-146a CMNs respuesta en la via
IRAK1, STATI1
del IFN-1%,
Aumento de la
citocina
miR-125a Linfocitos T _ ' KFL13
Sub-expresado inflamatoria
RANTES %.
hsa-miR-17-5p, hsa-
miR-196a, hsa-miR- ) . )
Desconocido Desconocido . Desconocido

383, hsa-miR-409-
3p

En un estudio realizado por Tang y colegas, se reportaron 42 miRNAs diferencialmente expresados
en muestras de células mononucleares (CMNs) de pacientes, comparando con individuos sanos; de
estos, siete miRNAs se encuentran sub-expresados, entre los cuales destaca miR-146a como el
miRNA que presenta los niveles mas bajos de expresion en plasma . Cabe mencionar que estos

niveles correlacionan de manera importante con el cuadro clinico de la enfermedad.
1.5.3.1.miR-146a en LES.

Se ha reportado que miR-146a es regulado por el factor nuclear kB (NF-xB) en la linea celular de
monocitos THP-1, y que este miRNA regula de manera directa a los transcritos de TRAF6, IRAKI,
STAT-1 e IRF5, proteinas importantes en la via del IFN-1¢7. Este miRNA juega un papel importante
en la inmunidad innata, debido a su respuesta ante diversos estimulos como lo son los
lipopolisacaridos (LPS), imiquimod-R837, CpG-A/ODN2216 e IFN-I ®. Por esta razon, se ha
considerado a la expresion diferencial de miR-146a como factor etiologico en el desarrollo de LES.
Ademas, esta sub-expresion correlaciona con los niveles elevados de estas proteinas en pacientes

con LES (Figura 6).
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Figura 6. Regulacion de la via de IFN-I por miR-146a en LES. La sub-expresion de miR-146a en pacientes con LES

lleva al aumento de los niveles de los transcritos de /[RAKI, TRAF6, IRF5 y STATI. Este incremento ocasiona, a su vez,
una sobre-produccion de citocinas pro-inflamaorias que favorecen un incremento en la produccion de IFN-I. Tomada y

modificada de Shen, N., et al. Nat Rev Rheumatol 8, (2012) 8.

La relevancia de la sub-expresion de miR-146a en pacientes con LES radica en que este miRNA es
un regulador maestro de la via de IFN-I. El genoma humano contiene dos genes de miR-146 (miR-
146a y miR-146b) localizados en los cromosomas 5 y 10, respectivamente. Estas isoformas difieren

solamente en 2 nucleotidos localizados fuera de la region semilla 6770

También se ha reportado que miR-146a participa en la respuesta inmune adaptativa, ya que los
linfocitos virgenes presentan niveles bajos de este miRNA, mientras que en los linfocitos de
memoria su expresion es mayor ', La expresion de miR-146a se induce a través de la activacion de
linfocitos T y se ha observado que la expresion del miRNA tiene un papel anti-apoptético, ademas

6971 Algunos miRNAs se han asociado

de regular los niveles de IL-2 en los linfocitos activados
como biomarcadores para NL como miR-200c y miR-146a; este ultimo se ha encontrado como el
miRNA con los niveles de expresion mas elevados en orina y en tejido renal (principalmente en
glomérulos), ademas de asociarse a inflamacion renal y fibrosis, lo cual puede sugerir una

participacion importante de este miRNA en el desarrollo de NL 773,
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1.5.3.2. Polimorfismos de un solo nucledtido en miR-146a y LES.

Se han estudiado algunos miR-SNPs localizados en miR-146a en diferentes poblaciones, tanto para
conocer si existe susceptibilidad a LES como para conocer si éstos tienen algin efecto en la
expresion del miRNA. En la figura 7 se muestra un esquema con algunos SNPs localizados en el

gen de miR-146a y en regiones aledafias a éste.

50kb

PTTGH pri-miR-146a

rs57085328

rf=1*

52431697 1) rs2277920 15y | 52910164 g

Figura 7. SNPs localizados en miR-146a y regiones aledafias. Se muestran algunos de los SNPs estudiados en esta
region. Las barras en color negro representan a los exones, mientras que la linea punteada corresponde a la regién
intergénica. También se muestran dos miRNAs maduros compartiendo misma localizacion (miR-146a y miR-3142). El
asterisco (*) implica que ambos SNPs se encuentran en desequilibrio de ligamiento (DL). Tomada y modificada de

Lofgren, S. E. et al. Genes Immun. 13, (2012). 7

En una cohorte asiatica, Luo y colegas reportaron al SNP rs57095329, localizado en la region
promotora de miR-146a, asociado a LES (OR=1.29), siendo el alelo de riesgo G el que correlaciona
con la disminucion de la expresion del miRNA. Este mismo SNP fue estudiado en poblacion

europea, en la que no se encontrd asociacion con LES 7473,

El 152910164 es un SNP localizado en la region codificante del pre-miR-146a, del cual no se
encontrd asociacion con LES en poblacion China . En lo que respecta a la poblacién mexicana,
existen pocos estudios relacionados con SNPs localizados en miR-146a. EI SNP 152910164 se
encontré asociado con asma en mujeres (OR=0.694), pero no en pacientes con LESp y artritis
reumatoide. Cabe mencionar que aun no se ha correlacionado la presencia de este SNP con los
niveles de expresion del miRNA 77, Por otro lado, el SNP rs2910164 no se encontrd asociado con

LESp ni con NL &,

Otro SNP localizado en miR-146a es el rs2431697, que comprende el cambio de una citosina por
una timina. Se localiza en la region promotora de miR-146a, en la region intergénica entre los genes
PPTGI y miR-146a (Figura 7). Este SNP se ha asociado a eventos cardiovasculares adversos en

pacientes con fibrilacion atrial (HR= 1.59), en donde los homocigotos para el alelo menor T
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presentan mayor susceptibilidad a estos padecimientos, y la presencia del alelo (T) correlaciona con
la disminucion de la expresion de miR-146a ™ . En LES, este SNP se ha asociado como alelo de
proteccion en poblacion china de Han Beijing (OR= 0.69), mientras que en las poblaciones china y
europea se ha reportado como alelo de susceptibilidad a LES (OR= 1.461 y 1.23, respectivamente)
748081 En un meta-andlisis en poblacion china se encontrd asociacion de este SNP con LES
(OR=1.266) y se observo una correlacion entre la presencia del alelo menor T y la presencia de
auto-anticuerpos ds-DNA y anti-Sm *!. En individuos sanos de la poblacién europea, se encontrd
que en los homocigotos para el alelo menor T existe una disminucidn de la expresion de miR-146a

7482 En la tabla 4 se presenta un resumen de los estudios de asociacion de este SNP.

Tabla 4. Estudios de asociacion del SNP rs2431697. Alelo de riesgo T.

Poblacion Enfermedad Asociacion OR 95% IC Referencia
Biomarcador para
ACE
Eventos adversos
Espafiola .
cardiovasculares ) HR*: 1.59 &
(Europea) Correlacion con la
(ACE) . .
baja expresion de
miR-146a
Asociado a LES
Correlacién con la
Europea LES 1.23 &
baja expresion de
miR-146a
1.461
China LES Asociacion a LES 81
1.262**
China LES Asociacion a LES 1.29 76
China LES Asociacion a LES. 0.69 80

*HR: Hazard ratio/cociente de riesgo (relacion de riesgos de tasas de riesgo) **Valor de OR de meta-analisis
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Poblaciones como la latinoamericana son mas susceptibles al desarrollo de LES, ademas de
correlacionar con un cuadro clinico mas severo de la enfermedad. En el caso de la poblacion
mexicana al tener un componente amerindio y espafiol debido al mestizaje, se desconoce la
participacion de estos en enfermedades como el LES, entonces al estudiar la genética de esta
poblacion, en particular en pacientes pediatricos puede ayudar a comprender mas acerca de la
enfermedad. E1 SNP rs2431697 se ha asociado a LES en poblacion europea y asiatica, sin embargo,
no ha sido atun estudiado en mexicanos, por lo tanto se desconoce su contribucion al desarrollo de
LESp y si tiene algiin efecto en la expresion de miR-146a, al ser este miRNA el que se encuentra

con mayores niveles de subexpresion en LES.

II Justificacion

El miR-146a juega un papel sustancial en la regulacion de la via de IFN-I. Existe una disminucion
considerable de la expresion de este miRNA en pacientes con LES, por lo que se ha sugerido su
participacion en la patogenia de esta enfermedad. Los miR-SNPs han sido implicados en la
susceptibilidad a diversas enfermedades, por lo que su estudio en LES es importante. EI SNP
rs2431697 se localiza en la region promotora de miR-146a, lo que podria influir en la expresion de
este miRNA. Por lo anterior, el estudio del rs2431697 en la poblacion mexicana con LESp podria

contribuir a conocer mas acerca del efecto de este miR-SNP en el desarrollo de este padecimiento.

I11. Hipotesis

La presencia del alelo menor (T) del SNP rs2431697, localizado en la regidén promotora de miR-

146a, conlleva a una expresion diferencial del miRNA en pacientes con LESp.

IV. Objetivos
IV.1 Objetivo general

- Evaluar al alelo menor (T) del SNP rs2431697 con alglin efecto en la expresion de miR-

146a y sus formas precursoras en pacientes con LESp.
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IV.2 Objetivos particulares
- Establecer asociacion del SNP 152431697 con LESp y NL.

- Correlacionar los genotipos del polimorfismo 152431697 y la expresion del miRNA miR-
146a y sus formas precursoras (pri-miR-146a, pre-miR-146a, miR-146a*), asi como de

miR-3142, localizado en la misma region.

- Determinar la correlacion con la expresion de miR-146a y sus formas precursoras (pri-miR-
146a, pre-miR-146a, miR-146a*) en presencia del alelo menor (T) del SNP, asi como de
miR-3142 en pacientes con LESp que presentan NL.

V Metodologia

e Poblacién de estudio.

En el presente estudio se incluyeron pacientes con LESp, provenientes del Centro Médico Nacional
Siglo XXI y del Instituto Nacional de Pediatria. Cada paciente fue evaluado por un médico
reumatologo o inmunologo quién llen6é la hoja de captacion de datos, una vez obtenido el
consentimiento informado de los participantes. De igual manera, se incluyeron muestras de
familiares de algunos pacientes (padre y madre) para completar trios. Para los controles se
incluyeron a individuos mayores de 18 afios que no refirieron alguna enfermedad autoinmune o
cronica; se contd también con la carta consentimiento informado de los controles. El estudio conto
con la autorizacién de los comités de ética, bioseguridad e investigacion de las instituciones

participantes.
e C(Criterios de inclusion.

Se incluyeron pacientes mexicanos con LESp diagnosticados antes de los 16 afos de edad, que
cumplieran con al menos 4 de los 11 criterios de la clasificacion establecida por la ACR 3, y cuyos
tutores aceptaran firmar la carta de consentimiento informado v. Como controles se incluyeron
individuos sanos, sin antecedentes de enfermedades autoinmunes (mediante la aplicacion de un
cuestionario). Los datos tanto de pacientes como de controles fueron corregidos por ancestria
determinada con marcadores informativos de ancestria (AIMS, por sus siglas en inglés: Ancestry

Informative Markers ®%). Tanto para los casos como para los controles, se tom6 como criterio de
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inclusion que las dos ultimas generaciones hubieran nacido en México y que no refirieran

antecedentes extranjeros.
e Criterios de exclusion.

Pacientes con antecedentes a cualquier otra enfermedad crénica concomitante y que recibieran
alguna transfusion en los ultimos tres meses. También si los participantes decidieran salir del

estudio.
e Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA se llevo a cabo a partir de 5 mL de sangre periférica, empleando el estuche
comercial Puregene Blood Core Kit C (Qiagen). En breve, la sangre se centrifugd a 3000 rpm
durante 10 minutos para extraer el plasma, y posteriormente se agregd solucion amortiguadora RBC
(por sus siglas en inglés: Red Blood Cell) y se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos. Se
agregod solucion amortiguadora de lisis celular para la obtencion del DNA. Después, se precipitaron
las proteinas utilizando la solucion PPS (por sus siglas en inglés: Protein Precipitation Solution) y
se centrifugd la muestra a 3500 rpm durante 5 minutos, y se recupero el sobrenadante que contiene
el DNA. Se agregé isopropanol en una relacion 1:1 y se homogenizé por inversion; una vez
realizado esto, se centrifugd 3500 rpm durante 15 minutos para obtener el pellet del DNA. El boton
fue lavado con etanol al 70% y se realizé una tltima centrifugacion a 3500 rpm durante 5 minutos.
Se dejo secar el DNA a temperatura ambiente para después hidratarlo con 300 ul de solucion
amortiguadora TE. Por ultimo, se determin6 la concentracion del DNA en el espectrofotometro

Nano Drop (ND-1000). Se consideraron valores de absorbancia 260/280 dentro de 1.7 y 1.9.
e Extraccion de RNA de sangre periférica.

A partir de 5 mL de sangre periférica se obtuvieron las CMNs por gradiente de densidad utilizando
Lymphoprep (Stemcell Technologies). La muestra con Lymphoprep se centrifugd a 1500 rpm sin
freno durante 20 minutos. Posteriormente, las CMNs se pasaron a un tubo nuevo y se realizd el
conteo de CMNs en la camara de Neubauer, utilizando el colorante azul tripano para determinar la
viabilidad celular y determinar el numero de células obtenidas. Se procedio a la extraccion de RNA
por el método de TRIzol (Life Technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante. En breve,
se adiciono cloroformo en una proporcion 1:1, luego se mezcld y se centrifugd para separar las
fases organica y acuosa. A esta 0ltima, se le afiadi6 isopropanol para su precipitacion y
posteriormente se procedio al lavado del botdn con etanol. Por ultimo, se dejo secar el botdn a

temperatura ambiente y se rehidratdo con H,O libre de nucleasas. Finalmente, se cuantifico en el
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equipo Nano Drop (ND-1000) por espectrometria UV. Se consideraron los valores de absorbancia

en una buena extraccion de: 1.9-2.0 para A260/280 nm.
e RT-PCR de miRNAs.

Se utilizaron 200 ng de RNA total para sintesis de cDNA de miRNAs con el estuche comercial Mir-
X miRNA First-Strand Synthesis (Clontech Laboratories), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Para una reaccion se utilizo buffer mRQ Buffer (2x), RNA (200 ng) y la enzima mRQ

Enzyme, Polimerasa Poli-A. Se incub6 a 37°C durante 60 min.
e PCR tiempo real (QPCR).

Para realizar las reacciones de qPCR, se utiliz6 el SYBR Green Master Mix (Thermo Scientific).
Para cada reaccion se utilizo: Master Mix SYBR Green 2X, mRQ 3 primer universal (Rv) (10uM),
un primer especifico para cada miRNA (Fwd) (10 uM) y el cDNA de miRNAs de las muestras de
pacientes con LESp. Los primers utilizados fueron los siguientes: miR-146a Fw (5'- TGA GAA
CTG AAT TCC ATG GGT T-3), pre-miR-146a Fw (5’-CCG ATG TGT ATC CTC AGC TT-3") y
pre-miR-146a Rv (5'-ACG ATG ACA GAG ATA TCC CA-3’), pri-miR-146a Fw (5'-TTA GGA
GCT CGC TGG CTG GGA CA-3) y pri-miR-146a Rv (5'-CAG GAT CTA CTC TCT CCA GGT
CCT CA-3), miR-146a* Fw (5'-CCT CTG AAA TTC AGT TCT TCA G-3") y miR-3142 Fw (5'-
AAG GCC TTT CTG AAC CTT CAG A-3). Se utilizo el RNA pequefio U6 como gen de

referencia, utilizando los primers que contiene el estuche comercial Mir-X miRNA First-Strand
Synthesis (Clontech Laboratories). Se utilizaron los termocicladores Quant Studium y ViiA 7

(Applied Biosystems) empleando el siguiente programa de termociclaje:

| | |
| 40 ciclos : Curva de disociacién |

| | |

| | |

95.0 °C : 95.0 °C : 95.0 °C 95.0 °C :
5 min : 15 seg : :
| |

| 55.0 °C | |

| | |

[ [ 15 seg [

! 30 seg [ !

Los niveles de expresion relativa se calcularon utilizando la metodologia 244t 34 Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.
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e Genotipificacion.

El ensayo de discriminacion alélica del SNP rs2431697 (C_26693319 10) se realizo empleando la
metodologia de sonda TagMan® para genotipificacion (Applied Biosystems). Para una reaccion se
utilizaron: 25 ng de DNA gendémico, TagMan Universal PCR Master Mix (2x) y la sonda
correspondiente SNP Genotyping Assay (40x). Se utilizo el termociclador ABI PRISM 7900HT

(Applied Biosystem) con el siguiente programa de termociclaje:

45 ciclos

95.0°C 95.0°C

10 min 15 seg 60.0 °C

50.0 °C

1 min
2 min

e Anajlisis estadistico.

Para el andlisis de la asociacion caso-control se utilizo el programa informatico gPLINK 8386,

usando una regresion lineal logistica, con un intervalo de confianza (IC) del 95%. Se realizaron las
correcciones por la prueba de Bonferroni, por género y por ancestria utilizando AIMs previamente
descritos para la poblacion mexicana . El andlisis de desequilibrio de transmision (TDT, por sus
siglas en inglés: Transmission Disequilibirum Test) se realizd con el programa Haploview ¥. El
analisis estadistico de los datos de expresion se llevo a cabo con la prueba t de Student, utilizando el

programa GraphPad Prism 6.01 3. Se consideraron los valores significativos con P<0.05.
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e Prediccion de sitios de unién a factores de transcripcion.

Para la prediccion de los sitios de union a factores de transcripcion (FTs) cercanos a la ubicacion
del SNP 12431697, se utilizé la herramienta informatica PROMO ¥. Ademas, se empleo la base de

datos ENCODE con la finalidad de buscar otros factores de transcripcion en la misma region *°.

VI Resultados

VLI. Las frecuencias alélicas y genotipicas del rs2431697 en poblacion mexicana y su

comparacion con otras poblaciones continentales.

Se realiz6 la genotipificacion del polimorfismo rs2431697 en 343 pacientes y 436 controles,
mediante el ensayo de discriminacion alélica por sonda TagMan, obteniendo un “call rate” mayor
al 95%. Se calcularon los valores de las frecuencias alélicas para cada uno de los alelos mayor (C) y
menor (T), asi como las frecuencias genotipicas (CC, CT y TT) para el total de individuos controles

(Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs2431697 en la poblacion mexicana y en distintas

poblaciones continentales.

Frecuencias alélicas y genotipicas rs2431697

Frecuencias (%)

Controles MEX* AFR* AS* EUR* IBS
Alelo

C 52 51 46 11 46 51

T 48 49 53 89 54 49

Genotipo

CcC 27 27 23 2 20 26
CT 51 48 47 18 52 50
TT 22 25 29 80 28 24

MEX: individuos con ancestria mexicana de Los Angeles, California, USA. AFR: individuos africanos Yoruba de
Ibadan, Nigeria. AS: individuos asiaticos de la poblacion Han de Beijing, China. EUR: individuos con ancestria europea

del norte y este de Utha, USA. IBS: individuos ibérico espafioles. *Obtenidos de la base de datos 1000 genomas °'.
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En la poblacién mexicana se observo una frecuencia del 48% para el alelo menor T y del 52% para
el alelo mayor C. Se encontrd un mayor porcentaje (27%) de homocigotos CC en comparacion con
los homocigotos para el alelo menor TT (22%). Se comprobd que este SNP se encuentra en

equilibrio Hardly-Weinberg.

Al comparar las frecuencias alélicas y genotipicas del rs2431697 en la poblacion mexicana con las
reportadas en otras poblaciones continentales de la base de datos 1000 genomas, se encontré que la
frecuencia del alelo T es menor (48%) en comparacion con la de otras poblaciones, destacando la
poblacion asiatica que tienen la mas alta frecuencia (89%), seguida de la poblacion europea y
africana (54 y 53%, respectivamente). Al comparar los genotipos, se observa que en las poblaciones
europea, africana y mexicana los heterocigotos CT presentan una frecuencia cercana al 50%,

seguida del 25% para cada uno de los genotipos homocigotos.

VI.2. Comparacion de frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs2431697 en controles

y en pacientes con LESp.

Al comparar las frecuencias alélicas y genotipicas entre los controles y los pacientes con LESp, se
observo que en los pacientes el alelo mas frecuente es el alelo menor T (52%), mientras que en los
controles es el alelo mayor C (52%), de tal manera que las frecuencias alélicas se encontraron
invertidas para casos y controles. En las frecuencias genotipicas no se observaron diferencias entre

los casos y los controles (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs2431697 en LES en controles

y pacientes con LESp.
Frecuencias alélicas y genotipicas rs2431697
Frecuencias (%) Frecuencias (%)
MEX EUR™
Controles Casos Controles Casos
Alelo N=436 N=343 N=1453 N=1324
C 52 48 43 38
T 48 52 57 62
Genotipo
CC 27 24 17 14
CT 51 49 52 48
TT 22 27 31 38

MEX: poblaciéon mexicana utilizada en este estudio. EUR: poblacion con ascendencia europea procedente de 7 paises:

Argentina, Bélgica, Alemania, Hungria, Italia, Portugal y Suecia74.

Al comparar las frecuencias obtenidas con las previamente reportadas en una poblaciéon compuesta
de individuos con ascendencia europea provenientes de 7 paises diferentes, se observd que tanto en
la poblacion mexicana como en la europea el porcentaje del alelo menor T esta incrementado en los
casos comparados a los controles (Tabla 6). En cuanto a las frecuencias de los genotipos, tanto en la
poblacion mexicana como en la europea, la frecuencia de homocigotos TT fue mayor en los casos

en comparacion con los controles (27% vs 22% y 38% vs31%, respectivamente).
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VIL3. Estudio de asociacion caso-control en pacientes con LESp.

Para el analisis de asociacidon caso-control, se corrigieron los datos por ancestria y por género.
Como se mencion6 anteriormente, la poblacion mexicana es heterogénea debido al mestizaje entre
europeos y amerindios, por lo que se utilizaron AIMs previamente reportados. De igual manera,
debido a que existe una mayor frecuencia de LES en mujeres, se decidio corregir los datos por
género. Se utilizo6 un intervalo de confianza (IC) del 95% y se consideraron como estadisticamente

significativos aquellos valores con una P<0.05 (Tabla 7).

Tabla 7. Estudio caso-control para el SNP rs2431697 en la poblaciéon mexicana.

LESp OR (IC 95%) pP*
Sin correccion 1.176 (0.9621-1.437) 0.1135
Correccion por ancestria 1.13 (0.9134-1.399) 0.2597
Correccion por género 1.187 (0.9686-1.454) 0.09843

Se muestran los valores obtenidos de P 'y OR (IC 95%) para los analisis: sin correccion, con correccion por ancestria
utilizando AIMS y con correccion por género. P: valor de p de la regresion logistica. OR: Razon de momios (Odds

Ratio). CI: Intervalo de confianza. *Corregido por Bonferroni.

Los resultados obtenidos muestran que el rs2431697 no se encuentra asociado a LESp, ya que los
valores obtenidos de P no fueron significativos en ninguno de los casos, aun corrigiendo por

ancestria y género.
V14, Estudio de asociacion con nefritis lupica (NL) en pacientes con LESp.

Por otro lado, se llevd a cabo el analisis de asociacion del rs2431697 con NL, realizando también

una correccion por ancestria y por género. No se encontrd asociacion con NL (Tabla 8).
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Tabla 8. Asociacion del SNP rs2431697 con NL.

NL OR (IC 95%) p*
Sin correccion 1.106 (0.7858-1.558) 0.5626
Correccion por ancestria 1.098 (0.7715-1.562) 0.604
Correccion por género 1.09 (0.7728-1.538) 0.6224

Se muestran los valores obtenidos de P 'y OR (IC 95%) para los analisis: sin correccién y con correccion por ancestria
utilizando AIMS, ademas de una correccion por género. P: valor de p de la regresion logistica. OR: Razén de momios

(Odds Ratio). CI: Intervalo de confianza. *Corregido por Bonferroni.

VLS. Estudio de desequilibrio de transmision (TDT) del SNP rs2431697.

Con el fin de conocer si en LESp existe una contribucion de alguno de los alelos al riesgo de la
enfermedad, se realizo el analisis de TDT en 191 trios. Se encontro que el alelo menor T se
sobretransmite de padres a hijos, con una frecuencia de transmision del 99% comparado con una
frecuencia de no-transmision del 78%, aunque las diferencias no fueron significativas

estadisticamente (P<0.05) (Tabla 9).

Tabla 9. Estudio de desequilibrio de transmision (TDT) para LESp.

SNP Alelo sobre- T:U P
transmitido
rs2431697 T 99:78 0.1145

P: valor de p del ensayo X2. T:U: Frecuencias de transmision: frecuencias de no transmision
VI.6. Correlacion genotipo-expresion de miR-146a en pacientes con LESp.

Se llevd a cabo la correlacion genotipo-expresion con el fin de conocer si el polimorfismo

rs2431697 localizado en la region promotora de miR-146a afecta la expresion de éste.

Los ensayos de expresion se llevaron a cabo en un total de 35 pacientes con LESp. Se realizo la
gPCR para las siguientes formas de miR-146a: pri-miR146a, pre-miR-146a, miR-146a y miR-
146a* y miR-3142, el cual se encuentra localizado en esta region (Figura 7). Se muestran los datos

obtenidos en la figura 8.
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Figura 8. Correlacion genotipo-expresion para el SNP rs2431697. En cada una de las graficas se muestra el valor de 244 para cada una de las formas de miR-146a, asi como el
numero de individuos empleados para cada condicion. A) Correlacion genotipo-expresion de pri-miR-146a. B) Correlacion genotipo-expresion de pre-miR-146a. C) Correlacion
genotipo-expresion de miR-146a maduro. D) Correlacion genotipo-expresion de miR-146a*. E) Correlacion genotipo-expresion de miR-3142. ** denotan un valor de P< 0.010 y

**%* un valor de P < 0.0001.
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Se tomo6 como calibrador o genotipo control al homocigoto del alelo mayor (CC) para realizar la
comparacion en los niveles de expresion de las diferentes formas de los miRNAs. El pri-miR-146a
se encontrd sobre-expresado en los homocigotos TT con un valor de P significativo (<0.0001),
mientras que en los heterocigotos CT se observé una expresion 15 veces mayor en comparacion con

los homocigotos CC, con un valor estadisticamente significativo P<0.0001 (Figura 8.A).

En el caso del precursor (Figura 8.B), se observo una tendencia similar a la forma primaria, ya que
la expresion en el heterocigoto CT es cuatro veces mayor en comparacion con los homocigotos CC,
con un valor significativo de P (<0.0001). En cuanto al homocigoto TT, éste se encuentra expresado

5 veces mas en comparacion con el homocigoto CC con un valor significativo (P<0.0001).

Para la forma madura de miR-146a (Figura 8.C), se encuentra el mismo efecto en el homocigoto
TT, el cual se encuentra expresado 5 veces mas que el homocigoto CC con un valor
estadisticamente significativo (P<0.0001). En el heterocigoto CT se encuentra 0.5 veces mas
expresado que en el homocigoto CC, con un valor de P significativo (0.0023). Al evaluar la
expresion miR-146a* en los diferentes genotipos (Figura 8.D), se obtienen resultados similares a los
de las formas primaria y precursora de miR-146a (Figuras 8.A y B, respectivamente). En los
heterocigotos CT miR-146a* se encuentra mas expresado en comparacion con los homocigotos CC
(P<0.0001). En cuanto a los homocigotos TT su expresion es 26 veces mayor cuando se comparan

con el calibrador con un valor de P significativo (<0.0001).

Por tltimo, también se evalu6 la expresion del miRNA maduro miR-3142, que se localiza aledafio a
la region del pri-miR-146a (Figura 7). En los homocigotos TT se encontré este miRNA expresado
20 veces mas en comparacion con el homocigoto CC (P<0.0001); en el caso de los heterocigotos
CT se encontr6 una expresion 4 veces mayor al compararlo con el calibrador con un valor de

P<0.0001 (Figura 8. E).

VIL.6.1. Efecto del SNP 152431697 en la transcripcion de miR-146a en pacientes con LESp

Con el fin de evaluar el efecto del SNP rs2431697 en la transcripcion de las diferentes formas de
miR-146a, se realizd una prediccion de sitios de reconocimiento de factores de transcripcion (FTs)

mediante el uso de las herramientas bio-informaticas PROMO y ENCODE (Figura 9).
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Figura 9. Esquema representativo de la prediccion de sitios de union a FTs en la regién promotora de miR-146a. Se
muestra la region entre el SNP 152431697 y miR-146a. A) Cromosoma 5, banda q33.3. B) Sitios de unién al factor NF-«xB.
C) Los sitios potenciales de union a FTs se muestran en cajas de color: Rel A (naranja), NF-kB1/p50 (rojo), NF-kB2/p52
(azul), Max (verde) y Pax 5 (purpura). La linea punteada representa la region intergénica, mientras que los rectangulos

negro y gris a los exones.

Se encontraron dos sitios potenciales de union para el FT NF-kB. El primero se encuentra 2 kb rio
arriba de la region del SNP, mientras que el segundo se localiza aproximadamente a 6 kb rio abajo
del miR-SNP (Figura 9.B). Al realizar un acercamiento a esta region, se muestra los sitios de union
de tres subunidades de las cinco que conforman al FT NF-kB: Rel A, NF-kB1/p50 y NF-xB2/p52,
las cuales comparten el mismo sitio de union (Figura 9C). Se encontraron también dos sitios de

union a los FTs Max y Pax 5, en el sitio donde se localiza el SNP (Figura 9).

Se realizo una exploracion general de la region donde se encuentra el 152431697, en la que se
encontraron marcas epigenéticas entre las cuales estan: la metilacion de la lisina 4 de la histona 3
(H3K4mel), la cual se encuentra enriquecida en esta zona, la trimetilacion de la lisina 4 de la
histona 3 (H3K4me3) que esta practicamente ausente en el sitio del SNP y la acetilacion de la lisina

27 en la histona 3 (H2K27ac), ademas de un sitio de hipersensibilidad a DNAsa I (Figura 10).
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De manera interesante, en la base de datos ENCODE se encontré un potencial enhancer que
coincide con la ubicacion del miR-SNP aqui estudiado, mientras que el promotor y sitio de inicio de
la transcripcion (TSS, por sus siglas en inglés: Transcription Start Site) se encuentran rio bajo de
éste; esto concuerda con los niveles de transcripcion y sitios de union de Pol II que se reportan en
esta misma base de datos (Figura 10). Lo anterior sugiere que el rs2431697 puede no encontrarse en
la region promotora, sino en un sitio potencial de enhancer (Figura 11. A). Con base en lo anterior,
se propone un modelo para explicar el incremento de la transcripcion de todas la formas de miR-
146a en la figura 11, en el cual se plantea la transcripcion de este miRNA mediada por el FT NF-
«B.

rs2431697
A) . L 1

. Enhancer | euead miR-3142  miR-146a

B) Homocigotos CC

RCICET miR-3142  miR-146a T
\ = O Findela
\ transcripcion

miR-146a

Promator [uilEEitiv]

B SS—
Transcripcion

2

A

pri-miR-146a

Q) Homocigotos TT

Pol Il | s P
[ICnia miR-3142  miR-146a —_— [JELEC miR-3142  miR-146a |
Transcripcion ‘

1 () Transcripcion
pri-miR-146a . X continua

Figura 11. Modelo del efecto de los alelos del rs2431697 (C/T) en miR-146a y miR3142. A) Representacion de la
region gendmica en la que se localiza el rs2431697 en el sitio potencial de enhancer, el promotor y los genes de miR-3142
y miR-146a. B) Modelo hipotético de lo que sucederia en individuos homocigos CC, en los que se formaria el complejo
de transcripcion dependiente de NF-kB (Rel A y p50), la transcripcion de ambos genes continuaria hasta el sitio de
término, en el cual se separa el complejo de transcripcion por represion de los homodimeros p50, produciendo niveles
normales del pri-miR-146a y las consecuentes formas del miRNA. C) Modelo hipotético de lo que sucederia en individuos
homocigotos TT en los que se forma el complejo de transcripcion dependiente de NF-kB (Rel A y p50), sin embargo, la
transcripcion no es reprimida por efecto del alelo T, lo que ocasiona un incremento en las formas de pri-miR-146a y todas
las demas formas. Rectangulo de color verde: RNA Pol II (Pol II); 6valo azul (Rel A); 6valo rojo (p50) y 6valo amarillo

(activadores).

El proceso inicial es llevado a cabo cuando se forma un asa entre la region promotora y el enhancer,

para que de esta manera se una la maquinaria de transcripcion, incluyendo Pol II, los activadores y

35



las subunidades Rel A y p50 de NF-kB. Una vez formado este complejo, la transcripcion comienza
para los genes de miR-3142 y miR-146a hasta el sitio de término, donde se unird otra subunidad de
pS0 para separar el complejo transcripcional. Esto es lo que sucederia en los individuos
homocigotos CC, produciendo la forma primaria de manera normal (Figura 11.B). Esta propuesta
concuerda con lo observado en la figura 8, los niveles de transcripcion son normales para todas las
formas de miR-146a, ademas de miR-3142. Este proceso es diferente para los homocigotos TT, en
los que el proceso de iniciacion y de elongacion es el mismo, sin embargo, al ubicarse el complejo
de transcripcion en el sitio de término el complejo no es separado por influencia del alelo menor T,
por lo tanto la transcripcion no puede ser regulada, esto ocasiona un aumento en la forma primaria
(Figura 11.C). Ademas es una forma de explicar el incremento en la transcripcion para los
individuos homocigos TT en todas las formas de miR-146a y miR-3142. En los que respecta a los
heterocigos (CT), aunque no se encuentra esquematizado en el modelo, lo que se espera es que
tenga un efecto semejante al de los homocigos TT, no puede ser regulada la transcripcién por

influencia del alelo T, ocasionando un aumento en la expresion de ambos miRNAs.
VL7. Correlacion de la expresion de miR-146a con NL en pacientes con LESp.

Se correlacionaron también los niveles de expresion de miR-146a con la presencia y ausencia de

NL (Figura 10).
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Figura 12. Correlacién de la expresion de las formas de miR-146a con NL. Los valores de expresion fueron calculados por el método de 2-24%, Se muestra el niimero de
muestras utilizadas para cada condicion. A) Correlacion de la expresion de pri-miR-146a con NL. B) Correlacion de la expresion de pre-miR-146a con NL. C) Correlacion de la

expresion de miR-146a maduro con NL. D) Correlacion de la expresion de miR-146a* con NL. E) Correlacion de la expresion de miR-3142 con NL. ** denotan un valor de

P<0.0011 y ns= no significativo.
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Para la forma primaria de miR-146a (Figura 12.A), los niveles de expresion se encontraron
disminuidos en los pacientes con NL en comparacion con aquellos que no presentan dafio renal, sin
embargo, no es estadisticamente significativo (P=0.05306). En el caso del precursor, se observé una
tendencia en la disminucion en la expresion, pero tampoco fue significativa (Figura 12.B).
Solamente la disminuciéon de la forma madura del miRNA en los pacientes que presentan NL fue

significativa (P<0.0011) (Figura 12.C).

Para el caso de miR-146a* (Figura 12.D), no se logrd realizar un analisis estadistico debido al
numero pequefio de muestra, pero se puede observar que en los pacientes con NL se encuentra una
tendencia a menor expresion. Para el el miRNA maduro miR-3142 (Figura 12.E), se encontr6 en los
pacientes con NL una tendencia a expresion menor pero no es estadisticamente significativo

(P<0.0873) al comparar con los pacientes que no presentan NL.

VII Discusion

Aunque se han realizado estudios de asociaciéon del miR-SNP rs2431697 con LES en diferentes
poblaciones, esta es la primera vez que se realiza en la poblacién mexicana con LESp. Al comparar
la frecuencia del alelo menor T en la poblacion mexicana con la reportada en la base de datos de
1000 genomas para otras poblaciones como la europea, africana y asiatica, se observo que este alelo
se encuentra menos frecuente en la poblacion de estudio, y esto coincide con lo reportado en la

poblacion espafiola (IBS) de la base de 1000 genomas (Tabla 4) 3!,

Al realizar la comparacion de frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes con LESp y
controles, se observo que en los pacientes con LESp el alelo menor T se encuentra ligeramente mas
frecuente en comparacion con los controles. Este comportamiento es similar al previamente
reportado en poblacion con ascendencia europea 74, Sin embargo, al realizar el estudio de asociacion
caso-control, no se encontr6 asociacion con LESp (Tabla 6). Cabe mencionar que en estudios de
caso-control en las poblaciones europeas y asiaticas, el SNP rs2431697 si se encontr6 asociado a
LES, por lo que se sugiere que la no asociacion de este miR-SNP puede ser algiin efecto del
tamafio de muestra o una caracteristica propia de la poblacion mexicana. La prevalencia de LES
difiere de acuerdo a la ancestria de las poblaciones, lo cual aunado a la heterogeneidad genética,
puede verse reflejado en una mayor o menor susceptibilidad a esta enfermedad. Por esta razon, se
realizé la estratificacion por origen étnico, empleando AIMS previamente establecidos para la

poblacion mexicana ¥, En el caso particular de la poblacién mexicana, el componente amerindio
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podria tener algiin efecto en esta region intergénica, ya que en estudios previos se observo que en

los descendientes de europeos, el alelo T confiere un mayor riesgo para LES 8!,

Por otra parte, la NL es una de las complicaciones mas frecuentes en LESp y una de las que
comprometen mas la vida del individuo. Al realizar el estudio de caso-control de este SNP con NL
tampoco se observo asociacion (Tabla 7). Estos resultados sugieren que este polimorfismo no tiene
efecto en NL, a diferencia de otros que se han asociado directamente con el dafio renal 3!. Los
estudios de ligamiento aportan informacion relevante acerca de heradabilidad de las enfermedades,
por lo que el estudio de la transmision de ciertos alelos de padres a hijos podria aportar mayor
conocimiento acerca del aporte genético que ocurre en LES. En el analisis de TDT, se observé que
el alelo menor T se sobretransmite en mayor frecuencia aunque no de manera significativa (Tabla
9). Esto indica que a pesar de que el alelo T es transmitido en la mayoria de los casos de los padres

a los hijos no existe una asociacion directa a LES.

Ademas de estudiar la asociacion del rs2431697 con LESp, se realizé la correlacion entre los
genotipos de este polimorfismo y la expresion de todas las formas de miR-146a, desde el pri-
miRNA hasta la forma madura, y de miR-3142. Como se mencion6 anteriormente, miR-146a se
encuentra sub-expresado en pacientes con LES, por lo que el estudiar el miR-SNP rs2431697 que se
localiza en la region promotora de éste, podria tener alguna implicacion en la expresion diferencial

en pacientes con LESp %.

En algunas enfermedades tales como Alzheimer, esquizofrenia y cancer, se ha reportado la
disminucion de la expresion de miR-146a en aquellos individuos que son portadores del alelo T **
% Al realizar la correlacion genotipo-expresion de las formas de miR-146a (pri-miR-146a, pre-
miR-146a, miR-146a* y miR-146a) en pacientes con LESp, se observo un aumento de la expresion
en los homocigotos TT y en los heterocigos CT para todas las formas de miR-146a y miR-3142, en
comparacion con los homocigotos CC. En un estudio previo, en el cual se correlaciono el genotipo
con la expresion del pri-miR-146a y miR-146a en individuos adultos sanos de nacionalidad Sueca,
se observd que los niveles de expresion de éstos son menores en los homocigotos TT en
comparacion con los homocigotos del alelo C ™. Esto mismo se reportd en individuos sanos de
ascendencia espafola, observando una disminucion de la expresion de miR-146a en portadores del
alelo T . De acuerdo con lo anterior, el efecto del alelo menor T en la expresion de miR-146a en
pacientes con LESp podria deberse al efecto de la edad, ya que en la muestra evaluada en este
estudio se trata de individuos pediatricos, de los cuales no se han reportado estudios previos. Se ha
observado que los factores hormonales participan en la regulacion de los miRNAs, principalmente

en LES, en donde se ha reportado que los estrogenos regulan la biogénesis de los miRNAs,
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alterando el procesamiento del pri-miRNA por Drosha-DGCRS, el pre-miRNA mediante Dicer, asi
como la expression de XPO-5 y Ago-2 ?*%. Este efecto se ha observado en ratones y esto podria
correlacionar la incidencia en los pacientes 2* %3, De acuerdo a lo anterior, no se puede descartar que
el efecto que se observa en la transcripcion del miRNA pueda estar relacionado con la edad y el
efecto hormonal que existe en los adultos y que en pacientes con LESp no existe. De igual manera,
el origen étnico de la poblacion evaluada podria tener algin efecto en la expresion del miRNA y sus
diferentes formas. Cabe mencionar que en el presente estudio se logrd detectar la expresion de miR-
3142, el cual no habia sido detectado en el estudio de individuos suecos 7*. Finalmente, en el
presente estudio no se evaluo la correlacion genotipo-expresion en individuos sanos, por lo que no
podemos descarta que el efecto que se observa sea propio de la enfermedad. Por esta razoén se
considera importante evaluar el efecto del genotipo en la expresion del miRNA en individuos

controles mexicanos.

Por otro lado, de acuerdo a la base de datos ENCODE, existe la posibilidad de que este miR-SNP
no se encuentre en la region promotora, sino en un sitio potencial de enhancer debido a las marcas
especificas y elementos que se encuentran en esta region, mientras que las marcas de promotores se
encuentran practicamente ausentes (Figura 10) °*%. Se ha observado que los loci de riesgo en
regiones no codificantes se encuentran involucrados en la regulacion transcripcional y en los
elementos regulatorios cis (CREs, por sus siglas en inglés: Cis-Regulatory Elements), como
promotores y enhancers, que en conjunto pueden afectar la expresion del gen (eSNP, por sus siglas

) 2%, Ademés, los loci con caracteristicas de enhancers estan

en inglés: expression SNP
enriquecidos en variantes genéticas, las cuales se ha observado que pueden afectar los sitios de
unién a FTs e inducir un efecto alelo especifico en la expresion del gen ', De acuerdo con lo
anterior, la diferencia en la expresion de miR-146a en pacientes con LESp podria deberse al efecto
del SNP en la region de enhancer como se propone en el modelo de la figura 11. En los
homocigotos TT y heterocigos CT, el complejo de transcripcion no puede ser separado al llegar al
término de la transcripcion, debido a que el alelo menor T podria tener mayor afinidad a una de las
sub-unidades de NF-kB, lo cual impide la unién de otra sub-unidad p50 o p52 para formar
homodimeros, y de esta manera no se lleve a cabo la transcripcion. Se ha reportado que estas sub-
unidades en forma de homodimeros ejercen una actividad represora en la transcripcion dependiente
de NF-«xB, ya sea uniéndose a sitios especificos de los dimeros activos de este FT o reclutando
deacetilasas al promotor, como la histona deacetilasa 1 (HDAC1) '°-19 De hecho, este efecto se ha
observado en las variantes de riesgo que se localizan en enhancers, las cuales incrementan la
actividad transcripcional en el promotor. Un ejemplo es el rs4648068 en NF-xB1, que al estar

presente el alelo de riesgo G, se incrementa la transcripcion llevando a la sobre-expresion de la
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proteina p50 en lineas celulares de cancer gastrico y linfocitos T. Lo anterior, se explica debido a
que el FT C/EBPp tiene una mayor afinidad al unirse con el alelo G, aumentando la actividad
transcripcional de NF-kB1 %, Ademas, se ha reportado que la localizacion de algunos haplotipos
en regiones de enhancers incrementa la transcripcion en el promotor del gen implicado en la
reparacion de DNA, MGMT (MGMT, por sus siglas en inglés: O°®-Methylguanine-DNA
Methyltransferase Gene) %1%, Por otro lado, se ha observado el efecto contrario de algunos SNPs
cuyos alelos de riesgo pueden disminuir la afinidad en el sitio de uniéon a FTs en regiones
promotoras y de enhancers. Este es el caso del rs57095329 que se localiza en la region promotora
de miR-146a, cuyo alelo de riesgo G reduce la afinidad de la unidon del FT Ets-1 con la region
promotora en pacientes con LES, lo que podria provocar la disminucion de la expresion de este
miRNA 5. Otro ejemplo es la variante 1:2.98515539A>T, localizada en una region de enhancer, la
cual disminuye la expresion de miR-137/miR-2682 debido a la union débil del FT YY1 con el alelo

de riesgo en células de neuroblastoma > 177

. Por lo tanto, se propone que el alelo menor del miR-
SNP rs2431697, podria tener alguna implicacion en los niveles de expresion del miRNA. Sin
embargo, no descartamos el efecto de otros SNPs aledafios a la region de estudio. Un efecto similar
se ha observado en ratones de edad avanzada, en los cuales la unién aberrante de NF-xB al

promotor de miR-146a conlleva a una expresion anormal de este miRNA 1%,

Asimismo, con el analisis de prediccion de sitios de union a FTs se encontraron, en la region en la
que se localiza el SNP, otros sitios de reconocimiento a Pax 5 y Max. De manera interesante, ambos
FTs se encuentran expresados principalmente en linfocitos B y linfoblastoides °'. En particular, Pax
5 es importante en estos tipos celulares, por su actividad en las primeras etapas de diferenciacion
celular y regular la activacion de algunos genes que participan en la sefalizacion de linfocitos B, la
adhesion, la migracion y la presentacion de antigenos !, Con base en lo anterior, el miR-SNP
podria impedir la unién de Pax 5 a esta region, asociando esto a lo que descrito en la poblacion
china, en donde se encontré asociacion del alelo menor T con la produccion de auto-anticuerpos ds-
DNA, y de esta manera Pax 5 no podria regular la produccion de auto-anticuerpos !. Por su parte,
Max es un FT que puede formar homodimeros, los cuales tienen capacidad represora, ademas puede
formar hetorodimeros con otras proteinas, entre ellas c-Myc, proteina que puede actuar en

proliferacion, diferenciacion y apoptosis, pero no es posible que ejerza su funcion sin Max ''2,

Debido a que una de las complicaciones mas frecuentes en pacientes con LESp es la NL, se decidio
también evaluar si existe alguna correlacion de la presencia de ésta con la expresion de los miRNAs
anteriormente evaluados. Al realizar la correlacion de la expresion de miR-146a con NL, se observd

una disminucion en todas las formas de este miRNA, sin embargo, sélo la forma madura presento
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diferencias significativas (Figura 12.C). Para el miRNA miR-3142, también se observo una
disminucion en la expresion notable, pero no fue significativa. La disminucion de la expresion de
miR-146a corresponde con lo previamente descrito por Tang y colaboradores, que observaron que
en pacientes con lupus activo, y por lo tanto con NL, existia dicha disminucion *. De acuerdo con
lo anterior, se sugiere que el aumento del miR-146a podria ser un marcador de la gravedad de LES
y, en especifico de NL. Estos resultados son relevantes, ya que se ha observado que el incremento
de TFN-a aumenta la maduracion y el efecto citotoxico de los linfocitos T CD8", los cuales estan
estrechamente relacionados con el aumento de perforinas y granzimas en enfermedades

autoinmunes ocasionando dafio en tejidos 3.

Lo anterior concuerda con el hecho que en pacientes
con NL clase IV se ha reportado un aumento de este tipo celular y una relacion con el dafio renal ',
Cabe mencionar que nuestras muestras de pacientes pedidtricos con NL en su mayoria tienen esta
misma clasificaciéon, lo cual en conjunto sugiere que podria ser uno de los varios efectos

desencadenantes por los bajos niveles de miR-146a.

VIII  Conclusiones
e EISNP rs2431697 no se encuentra asociado a LESp ni a NL, en poblacion mexicana.

e La presencia del alelo menor T correlaciona con en el incremento de la transcripcion en todas
las formas de miR-146a y de miR-3142, posiblemente evitando desensamblaje del complejo de

transcripcion.

e De acuerdo a la base de datos ENCODE, el miR-SNP rs2431697 se localiza en un sitio de

enhancer, en lugar de la regién promotora.

e Se encontraron sitios tentativos de unién a los FT Pax 5 y Max en la posicion del SNP

rs2431697, por lo que el alelo T puede impedir que los FT se unan al sitio.

e [La disminucion en la expresion de miR-146a correlaciona con la presencia de NL en pacientes

con LESp.
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