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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune sistémica y
cronica que afecta principalmente a las mujeres, en una relaciéon mujer:hombre de
9:1. Del 10-20% del total de los casos con LES se presenta en edad pediatrica
(LESp), iniciando frecuentemente entre los 12-16 afos. Los pacientes con LESp
muestran un curso clinico mas grave y se genera una mayor afectacion de 6rganos
en comparacion con pacientes con LES adulto. Esta enfermedad tiene una alta
heredabilidad (60%) lo que, junto con la elevada concordancia en gemelos
monocigoticos, sugiere una importante contribucion genética en su desarrollo. Los
estudios de asociacién de genoma completo y de gen candidato, muestran que la

mayoria de los genes asociados al LES participan en la respuesta inmune.

Una de las vias asociadas a LES mas estudiada es la via del interferon tipo I. Dentro
de los genes de esta via que se han asociado a LES, se encuentra la cinasa
asociada al receptor de interleucina 1 (IRAK1). El polimorfismo rs3027898 (A/C),
localizado en la region 3"-UTR de IRAK1, ha sido estudiado en poblacion china con
LES, tuberculosis pulmonar y artritis reumatoide; en poblacién griega se ha descrito

en pacientes con artritis psoriatica, y no ha sido estudiado en la poblacién mexicana.

En el presente estudio, se llevd a cabo la genotipificacion del rs3027898 por el
método de discriminacion alélica por sonda TagMan. Se determinaron las
frecuencias alélicas y genotipicas de esta variante y se compararon con las
previamente reportadas para otras poblaciones. Se observé que la poblacién
mexicana presenta una distribucion alélica diferente a la de las otras poblaciones,
presentando la mayor frecuencia del alelo C (61%), solamente por debajo de la
poblacion asiatica (84%). Al comparar los genotipos, también se observd una
elevada frecuencia de los homocigotos CC (48%) en la poblacién control del
presente estudio, incluso por arriba de los mexicanos residentes en Los Angeles,
California de la base de datos de 1000 genomas (22%). El analisis de asociacion
caso-control para LESp y nefritis lUpica (NL) se realiz6 mediante una regresion lineal

logistica, corrigiendo por género y por ancestria. El alelo C se asocio a riesgo para



LESp, pero no para NL. El analisis de desequilibrio de transmision mostré una

tendencia a la sobretransmision del alelo de riesgo C de padres a hijos.

En conclusion, en la poblacion mexicana se encontrd que el alelo C del polimorfismo
rs3027898, localizado en IRAK1, se encuentra enriquecido en la poblacion

mexicana y que este se asocia al riesgo para LESp.



ABREVIATURAS.

3’UTR: regidn 3"- no traducida (por sus siglas en inglés: Untranslated Region).
ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ACR: Colegio Americano de Reumatologia (por sus siglas en inglés: American
College of Rheumathology).

AlMs: Marcadores Informaticos de Ancestria (por sus siglas en inglés: Ancestry
Informative Markers).

ANA: Anticuerpos Antinucleares.
AR: Artritis Reumatoide.

BANKL1: Proteina acarreadora con Repetido Ankyrin de Células B (por sus siglas en
inglés: B-cells Acaffold Protein with Ankyrin Repeats).

BCR: Receptor de Células B (por sus siglas en inglés: B- cell Receptors).
CD: Células Dendriticas.

cDNA: ADN complementario (por sus siglas en inglés: Complementary DNA).
CMN: Células Mononucleares.

CNV: Variantes en el Numero de Copias (por sus siglas en inglés: Copy Number
Variation).

DL: Desequilibrio de Ligamiento.
dsDNA: ADN de doble cadena (por sus siglas en inglés: double Strand DNA).

FCGR2A: Fragmento FC de IgG, Receptor de baja afinidad lla (CD32) (por sus
siglas en inglés: FC fragment of 1gG, low affinity lla, Receptor for (CD32).

gDNA: ADN gendmico (por sus siglas en inglés: Genomic DNA).

GWAS: Estudios de Asociaciéon de Genoma Completo (por sus siglas en inglés:
Genome Wide Associated Studies).

IC: Intervalo de Confianza.

IEN-I: Interferon tipo 1.



IFNAR: Receptor de Interferon a/B (por sus siglas en inglés: Interferon a/f3
Receptor).

IRAK1: Cinasa Asociada al Receptor de Interleucina 1 (por sus siglas en inglés:
Interleukin-1 Receptor Associated Kinase).

IRF: Factor Regulante de Interferén (por sus siglas en inglés: Interleukin Receptor
Associated Kinase).

ISRE: Elementos de Respuesta Estimulados por Interferén (por sus siglas en inglés:
Interferon Stimulated Response Elements).

ITGAM: Integrina Alpha M (por sus siglas en inglés: Integrin Alpha M).
JACKZ1: Janus Cinasa 1 (por sus siglas en inglés: Janus Kinase 1).
LES: Lupus eritematoso sistémico.

LESa: Lupus eritematoso sistémico adulto.

LESp: Lupus eritematoso sistémico pediatrico.

MECP2: Proteina de unién a sitios CpG metilados tipo 2 (por sus siglas en inglés:
Metyl CpG Binding Protein 2).

MiRNA: microRNA.
MRNA: ARN mensajero.

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

NL: Nefritis lapica.
OR: Razdén de momios (por sus siglas en inglés: Odds Ratio.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés: Polymerase
Chain Reaction).

PTPN22: Proteina Fosfatasa Tirosina, No Receptor tipo 22 (por sus siglas en inglés:
Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 22)

gPCR: PCR cuantitativa/PCR en tiempo real (por sus siglas en inglés: Quantitative
PCR).

RBC: Solucion de lisis de globulos rojos (por sus siglas en inglés: Red Blood Cell
Lysis Buffer).
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SNP: Polimorfismo de un solo nucledtido (por sus siglas en inglés: Single Nucleotide
Polymorphism).

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

TDT: Analisis de Desequilibrio de Transmision (por sus siglas en inglés:
Transmission Disequilibrium Test).

TLR: Receptores Tipo Toll (por sus siglas en inglés: Toll Like Receptors).

WCBC: Solucién de lisis de glébulos blancos (por sus siglas en inglés: White Cells
Lysis Buffer).
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| Antecedentes

[.1. Lupus Eritematoso Sistémico.

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune crénica que
afecta a gran parte de oOrganos y tejidos. Se caracteriza por la pérdida de la
tolerancia a los antigenos propios, asi como la alteracion de la respuesta
inmunologica. La autoinmundidad humoral es caracteristica de LES ya que la
mayoria de los pacientes muestran anticuerpos anti-ADN de doble cadena (anti-ds-
DNA, por sus siglas en inglés: anti-double strand DNA) y otros anticuerpos
nucleares tales como anti-Ro, anti-La, anti-Sm, y anti-RNP 1.

La tasa de incidencia de LES tiene un rango de 1 a 10 por 100, 000 personas al afio
y se presenta con una prevalencia de 1 caso por cada 2,500 individuos nacidos
vivos, afectando principalmente a las mujeres, con una relacion mujer. hombre de
3:1 antes de la pubertad y de 9:1 después de esta 2. Se ha reportado que se
presenta cuatro veces mas en africanos-americanos comparado con europeos Yy

norteamericanos 3.

En el LES se produce dafio de diversos o6rganos, incluyendo la piel, las
articulaciones e incluso el sistema nervioso. Sin embargo, los dafios mas comunes
son las afectaciones renales; las caracteristicas de las lesiones renales van de la
proteinuria, hematuria e insuficiencia renal 4. Estos fenotipos se han asociado con
niveles elevados de auto-anticuerpos, como por ejemplo, los anticuerpos anti-

dsDNA encontrados en pacientes con glomerulonefritis.

Actualmente, el diagndstico de LES esta basado en los criterios establecidos por el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR, por sus siglas en inglés: American
College of Rheumatology) ®, el cual establece que para confirmar el diagnéstico de
esta enfermedad, el paciente debe presentar por lo menos 4 de los 11 criterios

enumerados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Criterios de clasificaciéon de LES segun la ACR.

Criterio Definicion
1. Eritema malar Eritema fijo, plano o elevado, sobre las
eminencias malares, respetando los pliegues
nasolabiales.
2. Erupcion discoide Zonas eritematosas elevadas con escamas

gueratdsicas adherentes y taponamiento
folicular. En las lesiones antiguas puede
producirse cicatrizacion atréfica.

3. Fotosensibilidad Erupcion cutanea desproporcionada tras
exposicién a la luz solar.

4. Ulceras orales Ulceras orales o nasofaringeas, normalmente
indoloras.

5. Artritis Artritis no erosiva en dos o més articulaciones

periféricas, con inflamacién, derrame sinovial o
dolor a la palpacién.

6. Serositis Pleuritis
Pericarditis
7. Nefropatia Proteinuria persistente superior a 0.5 g/dia

0>3+ si no se ha cuantificado.
Cilindruria de hematies o hemoglobina,
cilindros granulosos, tubulares o mixtos.

8. Alteracion neurolégica Convulsiones
Psicosis
9. Alteraciéon hematoldgica Anemia hemolitica con reticulosis

Leucopenia <de 4.000/mm3 en = 2 ocasiones
Linfopenia < de 1.500/mm3 en = 2 ocasiones
Trombocitopenia < de 100.000/ mm3 no
secundaria a farmacos
10. Alteracion inmunoldgica Anticuerpos anti-DNA
Anticuerpos anti-Sm
Anticuerpos anti-APL basado en:

a) Anticuerpos anticardiolipinas IgG o IgM

(+) a titulos medios o altos.

b) Anticoagulante lupico (+)
11. Anticuerpos Anticuerpos ANA capaces de producir lupus
inducido por los mismos.

Sm: Smith. Anticuerpos anti-proteina ribonucleica. APL: Anticuerpos anti-fosfolipicos. IgG/M: Inmunoglobulina

G/M. ANA: Anticuerpos anti-nucleares. Modificado de °

Una de las manifestaciones mas severas del LES es la nefritis lapica (NL), que sigue
siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad, ya sea como efecto secundario
0 como resultado de la intensa toxicidad de los farmacos inmunosupresores

utilizados en el tratamiento del LES ¢°. Se ha reportado que la poblacién europea

15



presenta una menor frecuencia de dafio renal (20-45%) %10, mientras que del 50-

70% de pacientes con LES son individuos africanos, asiaticos e hispanos 1.

De acuerdo a la edad de inicio de la enfermedad, el LES se ha clasificado en
pediatrico (LESp) cuando la enfermedad de inicio es antes de los 16 afios de edad,

y en adulto (LESa) cuando se manifiesta después de esta 2.

[.1.1. Lupus Eritematoso Sistémico Pediétrico.

El LESp tiene una incidencia anual de 0.36 a 0.9 por cada 100,000 nifios nacidos
Vivos, Y una prevalencia que varia considerablemente segun el origen étnico de 3.3
a 24 por cada 100,000 nifios ?-15, Del total de casos con LES, aproximadamente
del 10-20% son pacientes pediatricos. El LESp se manifiesta con mayor frecuencia
entre las edades de 12-16 afos; pocos casos se llegan a dar antes de los 10 afios,
y aun son mas raros los casos que se presentan antes de los 5 afios. Las
manifestaciones en los pacientes pediatricos son mas agudas y graves que en los
adultos, lo que puede comprometer en mayor medida la vida de los individuos. Estas
comienzan con complicaciones renales, neuroldgicas, hematoldgicas y atipicas

(frecuentemente abdominales). 16

En el LESp son mas comunes los sintomas sistémicos, como la fiebre, la fatiga y la
linfoadenopatia, los cuales se presentan en casi el 90% de los nifios
diagnosticados!’. El eritema, comuUnmente Illamado de mariposa, puede
desarrollarse con mayor frecuencia en nifios con lupus, mientras que en adultos la

apariencia subaguda cutanea o lupus discoide es mas comun.

Como se ha mencionado anteriormente, dentro de las afecciones mas graves en
LES destaca la NL, ya que aproximadamente el 60% de los pacientes la desarrollan
dentro de los 3 primeros afios de diagnéstico . Segun los estudios de cohortes
descritas hasta la actualidad, la frecuencia del involucramiento renal en pacientes
con LESp es particularmente alta (50-80%). En contraste, en pacientes adultos la

frecuencia de casos con esta afectacion renal disminuye (menos del 30%) °1°20, Las
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complicaciones hematoldgicas también aparecen con regularidad en los pacientes
pediatricos y pueden preceder su aparicion en adultos por afios. Ademas, un
porcentaje significativo de pacientes con LESp presentan artritis, asi como
poliartritis inflamatoria, la cual es tipicamente no erosiva 2. La manifestacion
pulmonar inflamatoria mas comun es la pleuritis, mientras que la neumonitis difusa,
hemorragia alveolar y la enfermedad pulmonar intersticial son muy raras en
pacientes con LESp 2. Algunos ejemplos de las diferencias en las manifestaciones

clinicas entre pacientes con LESp y LESa se encuentran resumidas en la Tabla 2.

Tabla 2. Diferencias en las caracteristicas clinicas de inicio de LESp y LESa.

Caracteristicas clinicas | Pacientes pediéatricos Pacientes adultos con
con inicios de LES (%) inicios de LES (%)
Fiebre 20-67 43-55
Linfoadenopatia 6-36 0-1
Erupcién malar 22-79 35-59
Lupus discoide 0-19 3-29
Ulceras orales 9-49 13-40
Fotosensibilidad 23-53 20-57
Artritis 22-88 67-94
Nefropatia 67-82 33-53
Pericarditis 16-26 13-33
Pleuritis 6-48 6-33
Enfermedades 15-95 33-60
neuropsiquiatricas
Leucopenia 46-64 41-57
Trombocitopena 25-37 6-25
Anemia hemolitica 10-76 3-13

Tomada y modificada de 23,
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También se observan diferencias en los niveles de anticuerpos séricos entre los
pacientes con LESp y LESa. Por ejemplo, en algunos estudios se sugiere que los
anticuerpos anti-nucleares (ANA, por sus siglas en inglés: Antinuclear Antibody)
estan presentes en mayor proporcion en pacientes pediatricos que en adultos ?4; las
pruebas de anticuerpos anti-proteina ribosomal P son positivas para los nifios en 6

al 11%, mientras que en adultos el porcentaje va del 25 al 24% 132325,

Por otro lado, el inicio de LES en edades tempranas se ha asociado con el
incremento de alelos de riesgo, lo que podria explicar la gravedad del LESp en
comparacion con el LESa. Es por esta razén que se ha propuesto una mayor
influencia del componente genético en los pacientes con LESp, sugiriendo que en
los pacientes con LESa se encuentran probablemente implicados otros factores,

tales como los ambientales y los hormonales 4.

I.2. Fisiopatologia del LES.

El LES es una enfermedad multifactorial, en cuyo desarrollo se han implicado
diferentes factores ambientales, genéticos y hormonales 6. Se ha observado que
las hormonas esteroideas como la testosterona, el 173-estradiol, la prolactina, la
progesterona y la dehidroepiandrosterona, juegan un papel importante en la
regulacion del sistema inmune 27-29, Lo anterior toma importancia, ya que el 90% de
los pacientes con LES son mujeres, por lo que las hormonas pueden ser
determinantes en la fisiopatologia de esta enfermedad. El estr6geno es una de las
hormonas mas estudiadas en LES, ya que esta incrementa la gravedad de la
enfermedad tanto en seres humanos como en animales %3, La accién de esta
hormona se ha relacionado con un incremento de los niveles de anticuerpos anti-
dsDNA, asi como la produccion de IgG e IgM por medio de las células
mononucleares de sangre periférica (CMNs) 3032, En mujeres menopdausicas con
LES, se ha observado una disminucién de las erupciones, asi como en mujeres
embarazadas, lo que ha sugerido que hormonas como la progesterona tienen un

papel protector en estas etapas de desarrollo 3334, Sin embargo, recientemente se
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ha observado un incremento en la incidencia de LES en mujeres menopausicas,
esto puede ser por el efecto de la terapia de sustitucion hormonal, explicando el
aumento de las erupciones de LES, ademas de influenciar las complicaciones de
esta enfermedad en comparacién con mujeres que no recibieron el tratamiento. No
obstante, aun no se ha podido establecer con claridad el papel de las hormonas en

el desarrollo del LES 28:35,

Dentro de los factores ambientales o exdgenos, se ha reportado que las infecciones
virales contribuyen al desarrollo del LES mediante diversos mecanismos, en
particular a través de la activacion de la via del IFN tipo | (IFN-I). El mas descrito es
el del virus de Epstein-Barr, debido a la asociacion temporal entre la infeccion por
este virus y el LES 36, Al parecer, los antigenos del virus Epstein-Barr contienen
regiones homalogas con los auto-antigenos conocidos en LES ¥,

Otros factores ambientales que contribuyen al desarrollo de LES son la elevada
exposicién a la luz ultravioleta (UV) y el tabaquismo. La primera puede provocar
exacerbacion en el 70% de los pacientes, conocido como fotosensibilidad lUpica, la
cual puede ser causada por una respuesta aberrante de los queratinocitos al dafio
por radiacién UV al alterar el ADN, la remocion defectuosa de desechos apoptéticos
0 una respuesta inmune anormal a estas células, de tal manera que se desarrolla

un ambiente antigénico 2238,

Aln mas, existe una correlacidbn entre la produccion exacerbada de auto-
anticuerpos y la apoptosis, uno de los mecanismos celulares mas involucrados en
LES, debido al procesamiento incorrecto del sistema inmune para eliminar el debris
celular 3°. Dentro de los auto-anticuerpos que se unen a las células apoptéticas se
encuentran los que reconocen cromatina y fosfolipidos #°. En condiciones normales,
el mecanismo de apoptosis permite eliminar las clonas auto-reactivas de células B
y T, mientras que en individuos con LES, las deficiencias en el sistema inmune

contribuyen a la persistencia de estas clonas ..
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|.3. Genética del LES.

Los factores genéticos también se han asociado al desarrollo de LES. Se ha
reportado que el LES es hasta 10 veces mas frecuente en individuos con
antecedentes familiares de la enfermedad. Por otro lado, se ha descrito un
porcentaje de agregacion familiar que abarca entre un 10-12%, lo cual indica que
existe mayor prevalencia de la enfermedad en familiares de una persona afectada
que en la poblacion total. AUn mas, la concordancia en gemelos monocigoticos es
de 24-58% mientras que en gemelos dicigéticos es 10 veces menor (2-5%) 4243,
Aunado a lo anterior, se ha demostrado que los hermanos de pacientes con LES
presentan mayor riesgo de desarrollar la enfermedad, con una relacién de riesgo
(As) de 29 en comparacién con la poblacién en general 44. Mientras los familiares de
primer grado de pacientes con LES tienen un 20% mas de riesgo de desarrollar LES

en comparacion con la poblacién sana 3.

Dentro de las familias con varios miembros afectados, la incidencia de LES no suele
seguir un patron de herencia mendeliana clasica. En la mayoria de los casos, la
susceptibilidad genética del LES sigue siendo variable, con una herencia poligénica
con una razén de momios (OR por sus siglas en inglés, Odds Ratio) para la
enfermedad entre 1.15y 2.5%.

El andlisis genético de enfermedades complejas se basa en estudios de ligamiento
y de asociacion. Destacan los estudios de asociacién de genoma completo (GWAS,
por sus siglas en inglés: Genome Wide Association Studies) y de gen candidato, los
cuales permiten conocer la participacion de genes localizados en loci especificos,
implicados en la fisiopatologia de una enfermedad 25. Los GWAS identifican
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés: Single
Nucleotide Polymorphism) que son comunes en el genoma humano y ayudan a
determinar como estan distribuidos en las poblaciones, ademas de ser marcadores
moleculares ideales para estudios de asociacion 26. Existe una heterogenidad
genética en poblaciones, por lo que se utilizan marcadores genéticos para

estratificar por origen étnico, conocidos como marcadores informativos de ancestria
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(AIMS, por sus siglas en inglés: Ancestry Informative Markers) que son SNPs

especificos de cada poblacién continental 4647,

1.3.1. Genes asociado a LES

Debido a su amplia distribucion, los SNPs pueden localizarse en cualquier parte de
la estructura de los genes y el genoma. De acuerdo a su localizacion, pueden
clasificarse de forma general como SNPs codificantes (cSNP, por sus siglas en
inglés: coding SNP) y SNPs no codificantes (hcSNP, por sus siglas en inglés: non-
coding SNP) 48,

Los cSNP se encuentran en los exones y pueden tener un efecto a nivel de la
traduccion si conlleva al cambio de un aminoécido por otro. Por esta razon se
subdividen en sinénimos (si el cambio de nucleétido no modifica al aminoacido) y
no sinénimos (si el cambio de nucleétido involucra un aminoacido) “8. Por otro lado,
los NncSNP, se encuentran en las regiones intergénicas, participan en la regulacion
biolégica o funcional, como el caso de sitios de unién a factores de transcripcion 4°.
Se han identificado en regiones regulatorias, en promotores y enhancers; de esta

manera, pueden afectar los niveles de expresion génica °.

Otro tipo de SNPs, son los que pueden alterar la traduccion de los RNA mensajeros
(mRNA), conocidos como SNP RNA estructurales (srSNP, por sus siglas en inglés:
structural RNA SNP). Se encuentran tanto en los mRNA primarios como en los
secundarios, esto incluye a las regiones no traducidas (5’ y 3’-UTR, por sus siglas
en inglés: Untranslated Region), regiones intrénicas y codificantes 4. De esta
manera pueden llegar a afectar a la estructura y funcion de los ARNSs, incluyendo el
corte y empalme, la regulacion de la traduccién, la funcionalidad de las proteinas
(sin alterar necesariamente su estructura), la estabilidad de los mMRNAs y la

poliadenilacién de los mismos 8.

La variabilidad genética se ha relacionado principalmente con los polimorfismos de

un solo nucleétido (SNPs), y estos con la susceptibilidad a padecer diversas
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enfermedades L. En el caso del LES, se han identificado variantes asociadas por
medio de GWAS vy estudios de gen candidato, los cuales han sido validados en
cohortes independientes de pacientes para clasificarlos como asociados a LES 2.

Los GWAS han revelado la asociacion de al menos 60 loci de riesgo asociados a
LES, lo cual puede explicar el 15% de heredabilidad, aunque es posible que falte un
namero mayor de genes por ser asociados. Resulta interesante que la mayoria de
los genes que se han asociado a LES participan en la respuesta inmune, tanto
innata como adquirida. Estos genes se encuentran principalmente involucrados en
tres tipos de procesos biolégicos: a) procesamiento del complejo inmune, b) en la
via del IFN-I y de los receptores tipo Toll (TLR por sus siglas en inglés Toll-like
receptor), y c) en la transduccion de sefiales en los linfocitos 3. Algunos de estos
genes estan representados en la figura 1.

Procesamiento del
complejoinmune

«Clg «FcGR2A «CRP
«C2 «FcGR3A «ITGAM
«C4

« BANK1
« PTPN22
« PCDCDI
« TNFSF4
*« PXK? «BLK

* XKR6? « MECP2?
Transduccionde la
sefial inmune

« TREXI
« TNFAIP3
= IRAKT?
« STATI?

Vias del IEN tipo/l y

Figura 1. Genes asociados a LES. Los genes asociados a LES se encuentran implicados en el procesamiento
del complejo inmune, principalmente los que participan en el complemento y en la apoptosis. Otros genes
asociados participan en la via del IFN-I, dentro de estos los TLRs que participan en la cascada de sefializacion
para la produccion de citocinas pro-inflamatorias. La funcién de los genes involucrados en la transduccion de la
sefial inmune es la activacion de los linfocitos B y T, lo que lleva a la permanencia de clonas autoreactivas.

Tomada y modificada de 53.
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El primer proceso bioldgico involucra a los defectos en la apoptosis, asi como la
remocion de cromatina, complejos inmunes y en la presentacion de los linfocitos,
los cuales han sido involucrados en el desarrollo de LES. Por mencionar algunos
genes asociados dentro de esta clasificacion se agrupan proteinas del complemento
(Clq, C2, C4), la integrina alfa M (ITGAM) y el fragmento Fc del receptor de IgM
clase Il (FCGR2A) 3.

Por otra parte, los interferones han sido caracterizados en la patogenia del LES. En
especifico, la participacion de la via del IFN-I reside en el reconocimiento de &cidos
nucleicos propios mediante la cascada de sefalizacion iniciada por los TLRs. La
participacion de la transduccion de la sefial inmune en los linfocitos By T en el
desarrollo de LES radica en la activacion de los receptores especificos de cada tipo
celular (BCR y TCR, respectivamente), lo cual desencadena la sefializacion para la
produccion de auto-anticuerpos o la sobrevida de las clonas autoreactivas 5% %3,
Como ejemplos de este proceso, se encuentran los genes de la proteina tirosina
fosfatasa no receptora tipo 22 (PTPN22), proteina acarreadora con un repetido
ankirina de células B (BANK1), el miembro de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral 4 (TNFSF4) y el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B (NF-kB).

Aunado a la asociacién genética, se toman en cuenta las manifestaciones clinicas
de los pacientes, de manera tal que se pueden conocer aquellos genes asociados

a maniestaciones especificas de la enfermedad como el dafio del tejido renal 52.

A pesar de la fuerte evidencia genética, se puede aludir a la contribucion de los
genes como un factor importante, pero no lo suficiente para causar la enfermedad
36, Otro factor relevante en LES, es la regulaciéon epigenética. En la patogenia de
esta enfermedad, se ha observado que los pacientes con LES presentan un estado

de hipometilacién, lo cual correlaciona con la expresion diferencial de ciertos genes
54

Por lo general, los estudios de asociacion son realizados en pacientes adultos, por

lo que aun falta por explorar estas asociaciones en pacientes con LESp. En lo que
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respecta a la poblacion mexicana, se han llevado a cabo este tipo de estudios de

asociacion en pacientes con LESp.
[.3.1.1. Genes asociados a LESp en poblacién mexicana

Algunos de los genes estudiados en esta poblacion han mostrado asociacion a

LESp, algunos ejemplos son presentados en la tabla 3.

Tabla 3. Polimorfismos estudiados v replicados en LESp

OR
Gen SNP Alelo (IC 95%) Referencia
asociado
PTPN22 1858C/T 1858T 3.19 55
(1.35-7.52)
PDCD1 PD1.3G/A PD1.32 2.73 56
(1.35-5.56)
IRF5 rs2004640 T 10.46 S7
rs2070197 C (7.71-13.21)
rs10954213 A
STATI1- rs1467199 G 1.46 58
STAT4 STAT1 (1.09-1.97)
ITGAM rs1143679 A 1.83 2
(1.69-1.98)
TNF-a -308G/A -3082 2.77 €0
(1.96-3.93)

Cabe sefnalar que la mayoria de los genes mostrados en la tabla 3 participan en la

inmunidad innata. Dentro de éstos, destaca el factor regulador de interferén 5 (IRF5,

por sus siglas en inglés: Interferon Regulator Factor 5), en el que se localiza un
haplotipo de riesgo conformado por los SNPs rs2004640, rs2070197 y rs10954213,
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ademas de presentar una mayor frecuencia alélica en individuos mestizos e
indigenas en comparacion con poblacion europea, asi como una fuerte asociacion

a LES comparado con controles sanos °’.

Gran parte de los genes involucrados en la inmunidad innata estan relacionados en
la via del IFN-14, y esto aunado a que la mayoria de los pacientes con LES presentan
niveles séricos elevados de esta citocina, conlleva a estudiar si existe asociacion

con esta enfermedad.

I.4. Via del interferon tipo I.

Los interferones (IFNs) son citocinas ampliamente expresadas, que actlan
principalmente en la defensa ante infecciones virales *. A la fecha, se han descrito
tres familias de IFN: a) la familia del IFN tipo | (IFN-I), la cual comprende un gran
namero de genes que codifican para 13 subtipos homdlogos parciales de IFNa en
humanos e IFN[ entre otros; b) el IFN tipo Il (IFN-II) esta representado por el IFNy,
producido principalmente por linfocitos T y las células natural killer (NK); c) la familia
del IFN tipo Il (IFN-II), constituido por IFNA1, IFNA2 e IFNA3 61,

El IFNay el IFN son citocinas secretadas por células infectadas, de manera tal que
se produce un ambiente antimicrobiano en la célula infectada y en las células
aledafias, evitando asi un esparcimiento de los agentes infecciosos, en especial los
virales. Estas moléculas también modulan la respuesta inmune al promover la
presentacion de antigenos, asi como la funcién de las células NK, mientras
restringen las vias proinflamatorias y la produccion de citocinas. Estas citocinas
también son importantes en la respuesta inmune adaptativa, ya que promueven el
desarrollo de la alta afinidad a la respuesta a antigenos y para generar memoria en

las clonas de los linfocitos T y B, respectivamente (Figura 2). 6.
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Figura 2. Regulacion de lainmunidad innata y adaptativa mediada por interferdn tipo | (IFN-I). Las células
infectadas por patdgenos comienzan la produccion de IFN-I, principalmente sintetizado por macréfagos, células
dendriticas (CDs). En la deteccion de los agentes patdégenos se involucra a los patrones de receptores de
reconocimiento (PRRs), encontrados en la membrana plasmética, en los endosomas y el citosol. Las células no
inmunes como los fibroblastos, producen IFNB, mientras que las células dendriticas plasmocitoides (pCDs),
sintetizan grandes cantidades de IFNa. En las células infectadas y aledafias, la induccion de IFN-I favorece la
expresion de genes estimulados de IFN (ISGs), que se encargan de delimitar la infeccién y como consecuencia
gue se propague. Por otro lado, las células de la inmunidad innata, incrementan la presentacion de antigenos y
sintesis de citosinas y quimiocinas. Mientras que en la inmunidad adaptativa, los linfocitos B aumentan la
produccién de anticuerpos y amplifican la funcién efectora de los linfocitos T. Tomada y modificada de 62,

El IFN-I es producido por casi cualquier tipo celular en respuesta a la estimulacién
de receptores, sin embargo, existen diferencias entre IFNa/B 6. El primero es
elaborado principalmente por las células dendriticas plasmocitoides (pCDs),
mientras que el segundo por cualquier célula hematopoiética, entre las que se

encuentran los monocitos como los macréfagos y células dendriticas (CDs) 62.

La mayoria de las células comienzan la sintesis del IFN en respuesta a la

estimulacion de los patrones de receptores de reconocimiento (PRRs, por sus



siglas en inglés: Pattern Receptor Recognition) 6%, Estos pueden localizarse tanto
en la superficie de la membrana celular, en el citosol y compartimentos
endosomicos. Reconocen &acidos nucleicos propios, asi como un nimero limitado
de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs, por sus siglas en inglés:
Pathogen Associated Molecular Patterns) que no sean acidos nucleicos. Debido a

esto, se han descrito diversas vias de produccion de IFN-I 2,

Dentro de estas, destaca la via denominada como canonica, la cual esta relacionada
con la union de IFNa/B al receptor transmembranal heterodimérico nombrado
receptor de IFNa (IFNAR, por sus siglas en inglés: IFNa receptor), el cual activa a
su vez al receptor asociado a la tirosina cinasa Janus quinasa 1 (JAK1) y tirosin
cinasa 2 (TYK2). Esta via lleva finalmente a la fosforilacion de factores de
transcripcion latentes en el citoplasma, los transductores de sefial y activadores de
transcripcion (STAT, por sus siglas en inglés: Signal Transducer and Activator of
Transcription) 1y 2, respectivamente 6. El heterodimero STAT1/STAT2 se trasloca
al nucleo en donde se asocia con la proteina de union al ADN, IRF-9, también
llamado factor de genes estimulados de IFN 3 [ISGF3, por sus siglas en inglés: IFN-
stimulated gene (ISG) factor 3] ¢ 64, Estos complejos se traslocan al ntcleo y se
unen a los elementos de respuesta estimulada a IFN (ISREs, por sus siglas en
inglés: IFN-stimulated response elements) en el ADN para iniciar la transcripcion de

genes inducidos por IFN-I 83,
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Adicional a la via canoénica, la activacion de los genes de IFN-I puede llevarse a
cabo mediante la activacion de los receptores TLRs. Este proceso comienza con el
reconocimiento de patdégenos tales como virus, bacterias o acidos nucleicos, por
receptores propios de la inmunidad innata, como PRRs, receptores inducibles por
acido retinoico tipo 1 (RLR) y los TLRs.

El TLR4, localizado en la superficie celular, reconoce a los lipopolisacéaridos de las
bacterias, y es considerado uno de los principales inductores de IFN-I, a través del
adaptador de proteina inductora de IFN con dominio TIR (TRIF, por sus siglas en
inglés: TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN). En los compartimentos
endosomicos, los TLRS 3, 7y 9, responden al ARN de doble cadena (dsRNA), ARN
de cadena sencilla (ssRNA) y dsDNA, respectivamente. Esto lleva a la convergencia

de sefales de estos receptores en factores de transcripcién especificos, como el
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caso de los factores reguladores independientes de IFN (IRF, por sus siglas en
inglés: Independent IFN-Regulatory Factors), que son los encargados de activar la
transcripcion de los genes de IFNa/B. En la mayoria de los casos, IRF3 y 7 son
fundamentales para efectuar este proceso, sin embargo, otros pueden participar, tal
es el caso de IRF1, 5y 8. Para el TLR4, se requiere la activacion de la cinasa de
union a TANK 1 (TBK1, por sus siglas en inglés: TANK-Binding Kinase 1), el cual
activa a IRF3 mediante una fosforilacion para traslocarse al nicleo y comenzar con
la transcripcion de genes de IFN-I (Figura 4a). Por otro lado, TLR7 y 9, se
encuentran expresados en su mayoria en las células pCD y transducen la sefal
mediante una cascada de sefializacién que involucra el factor de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88, por sus siglas en inglés: Myeloid Differentiation primary-
response gene 88), un adaptador que recluta al factor asociado al receptor de factor
de necrosis tumoral (TRAF6, por sus siglas en inglés: TNF Receptor Associated
Factor 6) y el receptor de interleucina tipo cinasa (IRAK, por sus siglas en inglés:
Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 1) 1 y 4. Después se lleva a cabo la
fosforilacion de IRF3, 5 y 7, permitiendo su traslocacién al nucleo para la

transcripcion de los genes de IFN-1 6385 (Figura 4b).
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Figura 4. Sefializacion de la via del interferdn tipo | (IFN-I) mediada por receptores TLR. A) La activacion
de TLR4 mediada por lipopolisacaridos (LPS) desencadena la activacién del factor de diferenciacion mieloide
88 (MyD88) y el factor regulatorio independiente de IFN 3 (IRF3), desde la membrana plasmatica a través de
las proteinas adaptadoras inductoras de IFN con dominio TIR (TRIF) y la molécula adaptadora relacionada a
TRIF (TRAM). Esto permite la activacion de la cinasa de union a TANK 1 (TBK1), la cual a su vez fosforila a
IRF3 que dimeriza y se traslocarse al nacleo y asi comienza la transcripcién de genes de IFN-I. Tomada y

modificada de ¢ . B) La cascada de sefializacién comienza cuando los receptores endosomales TLR7 y TLR9

detectan ssRNA y ADN, lo que desencadena la activacion de MyD88 factor asociado al receptor de factor de
necrosis tumoral (TRAF6) y el receptor de interleucina tipo cinasa 1y 4 (IRAK1 Y 4). En conjunto se lleva a cabo

la fosforilacion de IRF3, 5y 7, permitiendo su traslocacién al nicleo para la transcripcién de los genes de IFN-

I. Tomada y modifica de 7.

En la via de IFN-I pueden ocurrir variaciones que lleven a una mala sefalizacion,
conduciendo asi a una serie de factores que afectan varios procesos celulares. Por
lo general, se ha pensado que los IFN-I tienen una participacion en las patogénesis
de enfermedades autoinmunes al favorecer la presentacion de antigenos, la

respuesta de los linfocitos y produccion de moléculas inflamatorias (Figura 5).
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Figura 5. Exposicién persistente de IFN-I en enfermedades autoinmunes. En enfermedades autoinmunes,
la produccion de IFN-I es prolongada, en parte por la desregulacion o la estimulacién continua de las células
presentadoras de antigenos, entre las que se encuentran las pCDs, mediante complejos inmunes. Lo anterior
lleva a un incremento de la funcién de los linfocitos Ty B en su funcién efectora, desencadenando la produccién
de autoanticuerpos y como consecuencia final una posible enfermedad autoinmune. La estimulacién cronica de
complejos inmunes, también incrementa la producciéon de IL-10, citocina que suprime la actividad de la
inmunidad innata y adaptativa. Aunque por lo general se relaciona el IFN-I con enfermedades como LES,
mientras que el papel supresor de IL-10 podria contribuir a la susceptibilidad de infecciones en LES. Tomada y

modificada de ©2,

Durante la ultima década se ha observado que en pacientes con LES, el IFN-a es
una de las principales citocinas que se encuentran en niveles séricos elevados,
especialmente en pacientes pediatricos °. Se ha observado que la produccién de
IFN es persistente y de forma croénica, lo cual provoca un estado de inflamacion
permanente y dafio a tejidos. Ademas, la elaboracion anormal de varias proteinas
implicadas en la via del IFN correlaciona con el incremento de estas en pacientes
con LES, ademas de corroborarse en estudios genéticos en los que se han
encontrado variantes genéticas en genes de la via, como el caso de IRAK1, proteina

importante en esta via de sefializacion 68,
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1.4.1. IRAK1y su estudio en LES

Una de las proteinas que participa en la via de IFN-I es la cinasa-1 asociada al
receptor de interleucina-1 (IRAK1, por sus siglas en inglés: Interleucine Receptor

Asociated kinase 1), la cual se localiza en la region cromosomica Xq28 (Figura 6).
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Figura 6. Mapa cromosomico, en donde se observa la localizacion del gen IRAK1 en

el cromosoma X. Tomada de 6

IRAK1 es una de las dos cinasas treonina/serina putativas asociadas al receptor de
interleucina-1 (IL1R, por sus siglas en inglés: Interleucine 1 Receptor). Este gen
participa en la regulacion positiva inducida por interleucina 1 (IL-1) por el factor de

trascripcion NF-kB. ©8

IRAK1 participa en tres funciones de las respuesta inmune, las cuales se han
observado afectadas en LES. Primero, IRAK1 participa en la induccién de IFN-a e
IFN-Y, cuya producciéon aumenta en pacientes con LES 7°. También es un regulador
en la via de NF-«B, el cual tiene una actividad anormal en los linfocitos T de
pacientes con LES 71, y por Gltimo, juega un papel importante en la activaciéon de
TLRs en la patogénesis, incluyendo la activacion antinuclear de células B y la

subsecuente formaciéon de complejos inmunes 72.

En diversos estudios se ha asociado al gen IRAK1 con la susceptibilidad a LES. En
estudios de desequilibrio de transmision (TDT, por sus siglas en inglés:
Transmission Disequilibrium Test) y analisis de correccion de multiple pruebas, se
ha observado una asociacion significativa entre IRAK1 y LESp 73. En otro estudio
realizado por Jacob y colaboradores, se encontraron algunos SNPs localizados en
IRAK1, de los cuales los SNPs rs2239673, rs763737 y rs7061789, estan asociados
a LES, lo cual sugiere una participacion importante de IRAK1 en esta enfermedad



74, Otros SNPs que se han asociado a LES son el rs3027907 y el rs5945174. Cabe
sefalar que estos cinco polimorfismos se encuentran en desequilibrio de ligamiento
(LD, por sus siglas en inglés: Linkage Disequilibrium) que se extiende desde el
intrén 10 al 13 del gen de IRAK1 74,

[.4.1.1. El polimorfismo rs3027898

El SNP rs3027898 [A/C] se localiza en el extremo 3'UTR del gen de IRAK1 (Figura
7).
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Figura 7. Representacion de lalocalizacion gendmica del SNP rs3027898. Mapa de localizacion
de rs3027898 dentro del gen de IRAK1 (region 3’'UTR). Los cuadros rojos se representan los 14
exones gque conforman al gen, las lineas azules a los intrones, mientras que los rectangulos de color

verde corresponden a las regiones 5’y 3UTR segun el contexto de la direccién.

El polimorfimso rs3027898 se ha asociado a diversos padecimientos, como la artritis
psoridsica en poblacién griega (P=0.007 y OR: 0.169) 7°; en poblacién china, se
encontré que el genotipo de riesgo AA esta asociado a riesgo de artritis reumatoide
(AR) (P=0.017 y OR=1.91). ’® Al comparar los alelos Ay C en AR se encontrd
asociacién del primero con esta enfermedad (P=0.017) 7. Por otro lado, un meta
analisis en AR reporté asociacién con el genotipo CC (P=0.041y OR =1.123) 78, En
un estudio realizado en tuberculosis pulmonar se mostré que el genotipo AA se
presenta con un riesgo incrementado a este padecimiento tanto en hombres como
en mujeres (P= 0.0033 y OR=1.50), sin embargo, al realizar una correccion por
género el riesgo se ve incrementado solamente en mujeres (P=0.0468 y OR=2.39)

. En lo que respecta a LES, hasta ahora se ha estudiado en la poblaciéon china,
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en la que se encontrg asociacion del alelo mayor C con LES (OR=1.438 y P<0.001),
y una asociacion significativa con el genotipo CC (OR= 2.140 y P= 0.005%°. En la

tabala 4 se muestra un breve resumen de estos estudios.

Tabla 4. Resumen de los estudios de asociacion del SNP rs3027898 con diferentes

enfermedades.
POBLACION | ENFERFMEDAD | ALELODE | ASOCIACION OR P
RIESGO
China LES C LES 1.438 0.001
China Tuberculosis A Tuberculosis 1.50 0.0033
pulmonar pulmonar
Riesgo de
China Artritis reumatoide A desarrollar 1.91 0.017
artritis
reumatoide
Griega Artritis psoriasica A Susceptibilidad 0.169 0.007
a artritis
psoriasica.




Por lo anterior, el estudio de otros SNPs localizados en IRAK1, como el rs3027898,
en la poblacién mexicana con LESp puede brindar mayor conocimiento de coémo las

variantes genéticas de éste influyen en la susceptibilidad a LES.

Il Justificacion

- En el LES una de las vias mas afectada es la via del IFN-I, en la cual IRAK1
juega un papel importante. Por ello estudiar variantes genéticas localizadas
en este gen, tales como el rs3027898 puede contribuir a dilucidar mas acerca
del desarrollo de LES en poblaciones susceptibles a esta enfermedad como

la mexicana.

Il Hipdbtesis

- ElI SNP rs3027898 localizado en la region 3'UTR de IRAK1, se encuentran

asociado a LESp en la poblacion mexicana.

IV Objetivos

V.1 Objetivo General

Evaluar si el polimorfismo rs3027898, localizado en el gen IRAK1, se encuentra

asociado a LESp en la poblaciéon mexicana.
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V.2 Objetivos Particulares

- Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs3027898
en la poblacion mexicana y compararlas con las reportadas para otras
poblaciones continentales.

- Realizar un estudio de asociacion caso-control del polimorfismo rs3027898
con LESp y NL.

- Evaluar mediante un estudio de TDT si existe una sobretransmision de alelos
del rs3027898 de padres a hijos.

V Materiales y Métodos
- Poblacion de estudio

En el presente estudio se incluyeron 324 pacientes con LESp, provenientes del
Centro Médico Nacional Siglo XXl y del Instituto Nacional de Pediatria. Cada
paciente fue evaluado por un médico reumatélogo o inmunologo quién llené 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. También se incluyeron 424
individuos como controles, los cuales fueron mayores de 18 afios y no refirieron
alguna enfermedad autoinmune o crénica y de los cuales se cont6é también con la
carta consentimiento informado. El estudio cont6 con la autorizacion de los comités

de ética, bioseguridad e investigacion de las instituciones participantes.
- Criterios de inclusion

Fueron admitidos 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). Tanto para los casos como para los
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controles, se tom6 como criterio de inclusion que las dos Ultimas generaciones

hubieran nacido en México y que no refirieran antecedentes extranjeros.

- Criterios de exclusion

Pacientes con antecedentes de cualquier otra enfermedad cronica concomitante y
que recibieran alguna transfusién en los dltimos tres meses. También si los

participantes decidieran salir del estudio.

- Extraccion de ADN.

Se llevo a cabo a partir de 5 mL de sangre periférica utilizando el estuche comercial
Puregene Blood Core Kit C (Qiagen). Primero, se separd el plasma mediante
centrifugacion a 3500 rpm, con la finalidad de obtener el paquete celular. Una vez
hecho esto, el paquete celular se transfirid a un tubo de 15 mL, se agrego la solucion
de lisis RBC (por sus siglas en inglés: Red Blood Cell) y asi eliminar la mayor
cantidad posible de eritrocitos, haciendo los lavados pertinentes para obtener un

paquete celular lo mas blanco posible.

Después se agregaron 3 mL de solucion de lisis celular WLCB (por sus siglas en
inglés: White Cell Lysis Buffer), agitando de manera vigorosa en el vortex.
Posteriormente se agregd 1 mL de solucion de precipitacion de proteinas PPS (por
sus siglas en inglés: Precipitation Proteins Solution), mezclando con el vortex por
30 segundos. Se centrifugé a 3500 rpm (4°C) para recuperar el sobrenadante que
contiene el ADN, el cual se transfirié a un tubo de 15 mL, para agregar ispropanol
al 100% en una relacion 1:1, agitando por inmersion hasta que se observo el ADN

precipitado.

Se centrifug6 a 3500 rpms durante 15 minutos para obtener el boton del ADN, el
cual se lavé con etanol al 70%. Se realiz6 una centrifugacion a 3500 rpm durante 5
minutos y se dejo secar el ADN a temperatura ambiente, y posteriormente se

resuspendio en 300 ul de buffer TE. Finalmente, se cuantifico la concentracion de
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ADN en el equipo Nanodrop (ND-1000). Se consideraron valores de absorbancia
260/280 dentro de 1.7 y 1.9 nm.

- Discriminacion alélica por sonda TagMan.

El ensayo de discriminacion alélica se realiz6 mediante la metodologia de sonda
TagMan para genotipificacion del SNP rs3027898 (Applied Biosystems). Dicho
procedimiento es llevado a cabo mediante la actividad de la 5 exonucleasa de la
Taq Polimerasa sobre las sondas especificas para cada alelo, las cuales estan
marcadas con un fluoréforo especifico para cada uno de los alelos de interés. Para
una reaccion se utilizaron: 25ng de ADN de cada muestra, TagMan Universal PCR
Master Mix (2X) y la sonda correspondiente SNP Genotyping Assay (40x)
(C__ 15765198 10). Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador ABI

PRISM 7900HT y VIIA 7 (Applied Biosystems), utilizando el siguiente termociclaje:

45 ciclos

95.0°C | 95.0°C

10 min 15 seg

50.0°C

2 min 1 min

- Andlisis estadistico
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Las frecuencias alélicas y genotipicas se compararon mediante el estadistico Chi?
con las reportadas para otras poblaciones en la base de datos de 1000 genomas.
Para los andlisis de asociacion se utiliz6 la plataforma g-PLINK 8%, Los estudios de
caso-control se llevaron a cabo mediante una regresion lineal logistica con un
intervalo de confianza (IC) del 95%. Se realizaron correcciones por Bonferroni, por
género y ancestria, utilizando AIMS descritos previamente para la poblacion
mexicana “6. Ademas, se utiliz6 el programa Haploview para realizar el estudio de

TDT 82, Se consideraron los datos significativos con valores de P<0.05.

VI. Resultados

VI.1. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo rs3027898 en poblacién mexicana y poblaciones

continentales.

La genotipificacion del SNP rs3027898 se llevo a cabo en 324 pacientes con LESp
y 424 controles, mediante el ensayo de discriminacion alélica, teniendo asi un total

de 748 individuos genotipificados.

Se realiz6 la comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas en los
controles con los datos reportados en la base de datos de 1000 genomas. La
comparacion se realiz6 con las frecuencias de la poblacion mexicana residente en
Los Angles, California (MXL), asiaticos de la poblacion Han de China (HCB),
africanos Yoruba de Idaban, Africa (YRI) y los individuos con ancestria europea del
norte y este de Utha, USA (CEU), los cuales se describen en la tabla 5, asi como

su distribucion geogréfica en la figura 8.
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Tabla 5. Poblaciones de comparacion

POBLACIONES BASE DE DATOS 1000 GENOMAS 83
POBLACION PROCEDENCIA
1) MXL Mexicanos residentes en Los Angeles, California.
2) HCB Asiaticos de la poblacion Han de Beijing China
3) YRI Yorubas de Ibadan, Nigeria
4) CEU Residentes de Utah con ascendencia europea
septentrional y occidental

Figura 8. Distribucion geografica de las poblaciones comparadas con la del presente
estudio. 1) MXL: Mexicanos residentes en Los Angeles, California; 2) HCB: Asiaticos de la
poblacién Han de Beijing China; 3 YRI: Yorubas de ldaban, Nigeria y 4) CEU: Residentes de

Utah con ascendencia europea septentrional y occidental.

Las frecuencias alélicas (C y A) fueron calculadas para todos los controles, asi como
las frecuencias genotipicas (CC, CA y AA). En la poblacion mexicana se observé
que el alelo menor A se encuentra en una frecuencia del 39%, mientras que el alelo

mayor C en un 61%. En cuanto a los genotipos, se observé que los homocigotos



CC se encuentran en un porcentaje del 48%, mientras que los homocigotos TT y
heterocigots CT en un 26% (Tabla 6). La distribucion alélica se encontr6 en
equilibrio Hardy-Weinberg.

Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs3027898 en controles y su

comparacién con distintas poblaciones continentales.

Frecuencias alélicas y genotipicas del rs3027898
Frecuencias (%)
Controles MXL™ HCB™ YRI™ CEU”
Alelos
C 61 45 84 48 22
A 39 55 16 52 78
Genotipos
ccC 48 22 79 36 19
CA 26 34 16 24 13
AA 26 44 5 40 68

MXL: individuos con ancestria mexicana de Los Angeles y California, USA. YRI: individuos africanos
Yoruba de lbadan, Nigeria. HCB: individuos asiaticos de la poblacion Han de Beijing, China. CEU:
individuos con ancestria europea del norte y este de Utha, USA. Las frecuencias alélicas y
genotipicas de las poblaciones continenetales fueron obtenidas de la base de datos 1000 genomes
83, ** P<0.001.

Comparando las frecuencias alélicas y genotipicas mediante el estadistico Chi? con
las poblaciones continentales de la base de datos 1000 genomas, se encontré que
la poblacibn mexicana presenta las menores frecuencias del alelo A, y que
solamente por debajo de esta se ubica la poblacion asiatica (16%). Al comparar los
genotipos, se observa que la frecuencia de los homocigotos (AA) en la poblacion
control del presente estudio se disminuida en comparacion con la reportada para
los MXL y con los CEU.
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VI.2. Comparacion de frecuencias alélicas y genotipicas del rs3027898

en pacientes con LES.

Al comparar las frecuencias alélicas y genotipicas entre casos y controles, se
observo en los pacientes con LESp el alelo menor A es menos frecuente (30%) en
comparacion con el alelo mayor C (70%), esto mismo sucede en en los controles,
ya que la frecuencia para el alelo C es del 61% y de 39% para el alelo A. En las
frecuencias genotipicas no se observaron diferencias entre los casos y los controles,
a excepcion de los homocigotos AA que en los casos se encuentra ligeramente mas

frecuente (Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs3027898 en LES

Frecuencias (%) Frecuencias (%)
MEX CHN
Casos Controles Casos Controles

Alelo N: 324 N:424 N:661 N:663
C 70 61 84 79
A 30 39 16 21

Genotipo

ccC 51 48 72 64
CA 39 26 25 30
AA 10 26 3 6

MEX: poblacion mexicana mestiza en este estudio. CHN: poblacién proveniente de Han China en
Beijing 8°.

Después, se compararon las frecuencias obtenidas con datos previamente
publicados. En la Tabla 7 se muestran las frecuencias obtenidas en individuos
provenientes de Han, China, en la cual se observa que las frecuencias del alelo
menor A son menores a las reportadas para la poblacion mexicana, tanto en casos
como en cotroles. Se puede observar en la poblacion mexicana como en la china

gue el porcentaje del alelo menor A es mas frecuente en los casos con respecto a
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los controles. En cuanto a las frecuencias de los genotipos, el genotipo AA es mas

frecuente en la poblacion mexicana.

VI.3. Andlisis de asociacion caso-control con LESp.

Se realiz0 el estudio de asociacion caso-control corrigiendo por género. Debido a
que la poblacion mexicana muestra una heterogeneidad poblacional, se llevo a cabo
una correccion por ancestria, utilizando AIMs previamente determinados, a partir de
un microrarreglo. En todos los casos se tomo un IC del 95%, ademas de considerar
como valores significativos a todos aquellos con una P<0.05. En la tabla 8 se

muestran los resultados.

Tabla 8. Caso-Control para el rs3027898

LESp OR (IC 95%) p*
Sin correccion 1.43(1.141-1.791) 0.001857
Correccion por 1.639 (1.289-2.083) 5.411 x 10°%
ancestria
Correccién por género | 0.5774 (0.3911-0.8526) 0.005745

P: valor de p de la regresion logistica OR: Odds Ratio/Razén de Momios IC: Intervalo de confianza
*Corregida por Bonferroni. Se muestran los valores obtenidos de P y OR (IC 95%) para los andlisis:

sin correccion y con correccién por ancestria al utilizar AIMS, ademés de una correccién por

género.

Se encontrd asociacion de este polimorfismo con LESp como alelo de riesgo con
una P significativa de 0.001857, y al realizar la correccion por ancestria el valor de
P fue mas signficativo (5.411 x10%). Ademas, la correccién por género muestra
gue se encuentra asociado al género femenino como alelo de proteccién con una
P de 0.005745.
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VI.1. Analisis de asociacion con NL.

Debido a que la NL es la afeccion mas frecuente en LESp y que esta se asocia con
la gravedad de la enfermedad, se realiz6 un estudio de asociacion con NL. De la
misma forma que en el analisis anterior, se hizo una correccién por ancestria y por

género. No se encontrd asociacion de este SNP con NL (Tabla 9).

Tabla 9. Caso-Control para el rs3027898 con NL

LESp OR (IC 95%) p*

Sin correccién 1.183 (0.774-1.808) 0.4378

Correccién por 1.262 (0.7942-2.005) 0.3247
ancestria

Correccion por género 0.7055 (0.3554-1.4) 0.3185

P: valor de p de la regresién logistica OR: Odds Ratio/Razén de Momios IC: Intervalo de confianza
*Corregida por Bonferroni. Se muestran los valores obtenidos de P y OR (IC 95%) para los andlisis:

sin correccion y con correccién por ancestria al utilizar AIMS, ademas de una correccién por género.
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VI.2. Andlisis de TDT para el SNP rs3027898

Se realiz6 un analisis de TDT en 170 trios para conocer si existe una contribucion
de alguno de los alelos al riesgo a LESp, y si alguno de los alelos se sobretransmite
de padres a hijos. Se encontré que el alelo mayor C se sobretransmite, aunque no
de manera significativa (P=0.0792) (Tabla 10).

Tabla 10. Estudio de desequilibrio de transmision (TDT)

SNP Alelo sobre- P
transmitido T:U
rs3027898 C 44:29 0.0792

P: valor de p del ensayo X2. T:U: Frecuencias de transmision:frecuencias de no transmision
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VIl Discusioén.

Se ha observado la asociacidon de variantes geneticas localizadas en genes de la
via de IFN-I con LES, por lo cual es determinante conocer mas acerca de cOmo esta
via se encuentra relacionada con el desarrollo de esta enfermedad. Aun mas, en la
mayoria de los pacientes con LES existen niveles elevados de IFN-a en suero, lo
cual indica la importancia de esta via en la etiopatogenia del LES 6% 84, A través de
estudios de GWAS y de gen candidato, a la fecha se han reportado mas de 60 loci
asociados a LES, los cuales se localizan principalmente en genes de la respuesta
inmune innata y adaptativa 4”48, Entre ellos, se encuentra uno de los genes clave
de la via del IFN-I, IRAK1, que ha sido asociado a LES en distintas poblaciones 7374
85, Aungue el rs3027898, localizado en el 3’'UTR de IRAKL1, se ha estudiado en otras

enfermedades autoinmunes 7>-89, ha sido poco estudiado en LES.

Al comparar las frecuencias alélicas de los controles del presente estudio con las
reportadas en la base de datos 1000 genomas para otras poblaciones, se observo
una frecuencia mas baja del alelo menor A (39%), s6lo mayor de la reportada para
la poblacién china (16%) 8. Llama la atencién que al comparar las frecuencias de
los mexicanos mestizos de este estudio, con aquellos con residencia en Los
Angeles, California (MXL), se observan diferencias significativas (Tabla 6). Esto
podria deberse a la heterogeneidad de la poblacion mexicana, y al origen y
ancestria de las poblaciones estudiadas en ambos casos. Por su parte, la poblaciéon
del presente estudio estd compuesta por una poblacion mestiza que fue captada en
la Ciudad de México, mientras que el origen de la poblacion MXL de la base de 1000
genomas es desconocido 8. Lo anterior toma relevancia ya que se ha reportado que
existe un gradiente de ancestria amerindia baja en el norte del pais, mientras que
en sur ésta es mayor 2 . Lo anterior fue considerado en el presente estudio al
realizar una estratificacion poblacional con el uso de AIMs previamente reportados

para la poblaciéon mexicana 6.
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En lo que respecta a las frecuencias alélicas, comparando a los pacientes con LESp
y controles, se observd una mayor frecuencia del alelo menor A en los controles
comparada con la observada en los pacientes. En la poblacion Han de China Beijing

80 también se noto una mayor frecuencia del alelo A en los controles.

Aunque el alelo menor es considerado de riesgo en otras enfermedades, en este
estudio se observo que la mayoria de los pacientes presentan el alelo mayor C en
su genotipo, lo cual concuerda con los resultados de TDT en los que se presento
una sobretransmision de este en comparacion con el alelo A, por lo tanto el alelo
mayor C se considera el alelo de riesgo. Esto se corroboré en la tabla 8, al estar
asociado a susceptibilidad a LESp como alelo de riesgo (OR=1.43). De manera
interesante, se observé el mismo comportamiento en la poblacién china, en la que
también se encontré en mayor porcentaje el alelo C en pacientes con LES, y este
alelo se encuentra asociado a esta enfermedad, mientras que el alelo A es tomado
como referencia 8. Asimismo, al comparar los OR entre la poblacién mexicana y
china, se evidencia que son similares (1.43 vs 1.438, respectivamente). Esto
indicaria posiblemente que el alelo de riesgo en realidad es el alelo mayor C.

Cuando se realiza la correccién por ancestria, se mantiene la asociacion con LESp
(OR=1.639). Lo anterior, aunado a las altas frecuencias de este alelo tanto en
controles como en pacientes con LESp, sugiere que en la poblacion mexicana éste
ha sido seleccionado de manera positiva. Cabe mencionar que anteriormente se
han reportado otros polimorfismos en genes de la via de IFN-I que se encuentran
seleccionados positivamente en mestizos mexicanos y que son heredados de la
poblacién indigena, como el haplotipo de riesgo en el gen IRF5 7. Otro estudio en
el que se realizé un GWAS con muestras de individuos de origen amerindio, se
identificd un polimorfismo localizado en IRAK1 (rs1059792) asociado a LES como
de proteccion (OR 0.58) 8/, demostrando la asociacion de alelos procedentes de
poblacién amerindia con esta enfermedad, como ha sido previamente reportado.
Esta observacion se sustenta con el hecho que el numero de alelos para que se

confiera riesgo a LES en la poblacién amerindia o nativa americana es alto &7,
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Otro aspecto interesante es la tendencia a la sobretransmision del alelo de riesgo
C, aun y cuando los resultados no fueron significativos. La prueba de TDT arroj6 un
valor estadistico de P=0.05, esto podria deberse a que el nUmero de trios analizados
no sea el suficiente para obtener una significancia estadistica, por lo que se
considerara aumentar este numero en futuros estudios. Son pocos los analisis de
asociacion por TDT que se han realizado en LESp, por esta razén se tiene poco
conocimiento al respecto, en especial de IRAK1. En un estudio, se demostré que un
SNP localizado en IRAK1 ademéas de estar asociado a LESp también se
sobretransmite 73, por lo que es importante sequir realizando este tipo de estudios

para conocer mas acerca del trasfondo genético de esta enfermedad.

La NL es una de las afecciones mas comunes en LES y que compromete mas la
vida de los pacientes. En este estudio no se encontré asociacion del polimorfismo
con NL. Al comparar estos datos con estudios previos, se evidencié que en
pacientes suecos adultos el SNP rs1059792, localizado en IRAK1, esta asociado
con NL 8. Si bien son distintos SNPs en el mismo gen, es necesario conocer las
partcularidades de cada poblacion. Ademas se ha sefialado previamente, que de
los genes de la via del IFN-I, como TLR y NF-kB, son importantes para la regulacion
de las células renales °2. Los rifiones dafiados por NL expresan multiples TLRs, los
cuales implican la sefalizacion de multiples proteinas como MyD88, TRAF6 e
incluso IRAK1. Por esta razon, aunque la asociacion para el rs3027898 no fuera
significativa, seria valioso realizar una correlacién de la expresion con NL de IRAK1,
ya que se tiene nulo conocimiento de esta proteina respecto a la NL, es necesario

evaluar la expresién independiente de la asociacion.

Finalmente, al encontrar asociacién de este polimorfismo con LESp, resultaria
interesante evaluar si este tiene alguna implicacion funcional. Este SNP se localiza
en la region codificante del gen de IRAK1, en la regién 3’'UTR por lo que podria
clasificarse como srSNP, y tener algun efecto sobre la expresién del ARNm de

IRAK1 en los pacientes con LESp.
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VIl Conclusiones.

* El alelo C del polimorfismo rs3027898, localizado en IRAK1, se encuentra

asociado a susceptibilidad a LESp como alelo de riesgo, no se asocio a NL.

+ Existe una tendencia a la sobretansmision del alelo C de padres a hijos.

« Al estar mas frecuente este alelo en la poblacién mexicana, se sugiere que

el alelo de riesgo C sea de origen amerindio.
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