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Glosario

Glosario de términos mas utilizados

ANA Anticuerpos anti-nucleares
circRNA RNA circular

DNA Acido desoxirribonucleico

EA Enfermedad autoinmune

EV Vesicula extracelular

exRNA RNA extracelular

LES Lupus eritematoso sistémico
IncRNA RNA no codificante largo
miRNA Micro RNA

mRNA RNA mensajero

ncRNA RNA no codificante

nt Nucledtidos

PBMC Célula mononuclear de la sangre periférica
piRNA RNA asociado a proteinas PIWI
pre-miRNA microRNA precursor
pri-miRNA microRNA primario

RISC Complejo de silenciamiento inducido por RNA
rRNA RNA ribosomal

RNP Ribonucleoproteina

siRNA RNA pequefiio de interferencia
snRNA RNA pequefio nuclear

snoRNA RNA pequefio nucleolar

tRNA RNA de transferencia




Resumen

La pérdida de la autotolerancia por parte del sistema inmune genera respuestas aberrantes
contra el propio organismo, lo que esta en la base patogénica de las enfermedades autoinmunes
(EA). En particular, el Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
sistémica con alta prevalencia, que presenta problemas diagndsticos importantes y aun no tiene
un tratamiento curativo. El transcriptoma humano incluye una amplia gama de 4cidos
ribonucleicos que no codifican para proteinas (ncRNAs). Estas moléculas, o sus fragmentos, han
sido descritos a nivel extracelular como moléculas circulantes en el plasma. Desde entonces, la
comunidad cientifica se ha interesado en la deteccion de estos ncRNAs en distintos biofluidos,
con la finalidad de establecer a estas moléculas como analitos identificables en biopsias liquidas
minimamente invasivas, ya que podrian facilitar el diagndstico, seguimiento y prediccién la
evolucidn de distintas enfermedades. Distintos ncRNAs han sido reportados alterados en la
circulacion de pacientes con LES, y por lo tanto han sido propuestos como prometedores
biomarcadores de la enfermedad a través de su deteccién en biopsias liquidas. En esta tesis se
secuenciaron pequefios RNAs de muestras de plasma de 3 pacientes con LES en actividad, 3
pacientes con LES en remision y 3 controles sanas. Los resultados obtenidos sugieren la existencia
de un perfil de miRNAs asociados a la actividad del LES. De este perfil de miRNAs, planteamos
gue la deteccién conjunta de miRNAs cuya expresidon esta aumentada en las pacientes activas,
podria contribuir a mejorar el diagndstico y seguimiento de la enfermedad. Los resultados de
esta tesis son un punto de partida para futuros ensayos en los que se buscard validar estos
resultados y continuar explorando el potencial de miRNAs como biomarcadores en biopsias
liguidas minimamente invasivas. Ademas, observamos una disminucion de dos miRNAs — miR-
150 y miR-106b — especificos de linfocitos B en las pacientes activas. Este resultado es
interesante, ya que sus fluctuaciones ya han sido asociadas a procesos relevantes para la
patologia del LES, como ser la pérdida de la autotolerancia.



Introduccion

Sistema inmune y tolerancia inmunolégica

El sistema inmune es un sistema fundamental para el mantenimiento de la homeostasis del
organismo. Actula respondiendo frente a patdégenos y también frente a otras situaciones de
peligro como pueden ser el dafio tisular y el crecimiento tumoral. Se trata de una red compleja
de células y moléculas que trabajan para reconocer y eliminar amenazas, a través de mecanismos
y reacciones coordinadas que se conocen en su conjunto como “respuesta inmune”. Para su
comprension, el sistema inmune puede dividirse en sistema inmune innato y sistema inmune
adaptativo. En el caso de la defensa frente a un patégeno, la inmunidad innata proporciona
proteccidén inmediata contra la invasidn del patégeno, y desencadena a la respuesta adaptativa,
gue se desarrolla mas lentamente y proporciona una defensa especializada contra la infeccién.
El sistema inmune innato cuenta con una serie de receptores, tanto celulares como solubles
capaces de identificar motivos conservados en los patdgenos y responder a ellos, mientras que
el sistema inmune adaptativo se compone de linfocitos con receptores muy diversos y variables
para antigenos especificos, y algunos de estos receptores pueden ser secretados dando lugar a
los anticuerpos *.

Una de las propiedades mas notables del sistema inmune es que puede reaccionar ante una
enorme variedad de patégenos, pero no reacciona, en condiciones de salud, contra los antigenos
propios. Esta falta de respuesta a los antigenos propios, también denominada tolerancia
inmunolégica, se mantiene a lo largo de toda la vida de un individuo. Los mecanismos
moleculares mediante los cuales se generan las especificidades de los receptores de linfocitos no
evitan la generacién de receptores para antigenos propios, sino que durante el proceso normal
de maduracion de los linfocitos se generan constantemente linfocitos con la capacidad de
reconocer autoantigenos.

Cuando los linfocitos encuentran a su antigeno, es posible cualquiera de varios resultados. Los
linfocitos pueden activarse para proliferar y diferenciarse en células efectoras y de memoria, lo
que lleva a unarespuesta inmune efectora, y se dice que los antigenos que provocan tal respuesta
son inmunogénicos. Por otro lado, los linfocitos pueden inactivarse funcionalmente o morir luego
de encontrarse con el antigeno, lo que da lugar a la tolerancia. Se dice que los antigenos que
inducen tolerancia son tolerogénicos. Normalmente, los patdégenos son inmunogénicos y los
autoantigenos son tolerogénicos. El destino entre activacién y tolerancia de los linfocitos estd
determinado en gran medida por la naturaleza del antigeno y las sefiales adicionales presentes
cuando el antigeno se muestra al sistema inmune. La tolerancia inmunolégica a diferentes
autoantigenos puede inducirse cuando los linfocitos en desarrollo encuentran estos antigenos en
los drganos linfoides primarios, en un proceso llamado tolerancia central, o cuando los linfocitos
maduros encuentran autoantigenos en érganos linfoides periféricos (secundarios) o tejidos
periféricos, en un proceso llamado tolerancia periférica. La tolerancia central es un mecanismo
de tolerancia Unicamente a los antigenos propios que estan presentes en los drganos linfoides
primarios, es decir, la médula ésea y el timo. Ademads, la tolerancia central es imperfecta y



algunos linfocitos autorreactivos maduran y estdn presentes en individuos sanos. En este caso,
los mecanismos periféricos pueden impedir la activacidn de estos linfocitos. Tanto los linfocitos
T como los linfocitos B estan sujetos a estos mecanismos 2.

Los principales mecanismos de tolerancia central en las células T que reconocen péptidos propios
presentados en el complejo mayor de histocompatibilidad son la apoptosis de las células T
inmaduras y la generacién de células T reguladoras CD4+ que pasan a los tejidos periféricos. La
tolerancia periférica se induce cuando las células T maduras (que escaparon a los mecanismos de
tolerancia central) reconocen antigenos propios en los tejidos periféricos, lo que da lugar a 3
posibilidades, el linfocito puede sufrir una inactivacién funcional o anergia, puede morir por
apoptosis, o puede ser suprimido por celulas T reguladoras mediante distintos mecanismos. Lo
gue determina que la respuesta sea tolerogénica es la falta de moléculas coestimuladoras
durante la activacion del linfocito T autorreactivo, asi como un desequilibrio entre la participacion
de los receptores activadores e inhibidores. El reconocimiento de antigenos propios suele ocurrir
en ausencia de estas sefiales, por el contrario, los patégenos provocan reacciones inmunes
innatas, lo que lleva a la expresion de moléculas coestimuladoras que promueven la proliferacién
de células Ty la diferenciacién en células efectoras *.

Los polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos propios son antigenos que a diferencia de las
proteinas no son reconocidos por las células T. Estos antigenos deben inducir tolerancia en los
linfocitos B para prevenir la produccién de autoanticuerpos que los reconozcan. La tolerancia de
los linfocitos B también ocurre a nivel central y periférico. Cuando los linfocitos B inmaduros
interactuan fuertemente con antigenos propios en la médula ésea, las células B pueden cambiar
su especificidad de receptor, en un proceso conocido como edicion del receptor. Mediante la
edicién del receptor, se reduce la posibilidad de que células B autorreactivas potencialmente
dafiinas abandonen la médula dsea. Se estima que entre el 25% y el 50% de las células B maduras
en un individuo normal pueden haber pasado por el proceso de edicidn de receptores durante
su maduracion. Si la edicidon falla, las células B inmaduras que reconocen fuertemente los
antigenos propios reciben sefales de muerte y mueren por apoptosis. Algunos autoantigenos,
pueden reconocerse mas débilmente en la médula ésea. Las células B especificas para estos
antigenos sobreviven, pero la expresidn del receptor de antigeno se reduce y las células dejan de
responder funcionalmente. Las células B que reconocen antigenos propios en la periferia también
pueden sufrir apoptosis, o pueden activarse a través de receptores inhibidores, impidiendo asi
la respuesta efectora. Si las células B reconocen un antigeno proteico pero no reciben ayuda de
las células T (porque las células T auxiliares han sido eliminadas o son tolerantes), pueden
volverse anérgicas. Meidante estos mecanismos el sistema inmune mantiene la tolerancia,
evitando la produccion de autoanticuerpos .

Si estos mecanismos fallan, el sistema inmune puede atacar las propias células y tejidos del
individuo que pretende defender. Estas reacciones se denominan autoinmunidad y las
enfermedades que provocan este tipo de reacciones se conocen como enfermedades
autoinmunes (EA). Se piensa que las enfermedades asociadas con la produccién de
autoanticuerpos, como el lupus eritematoso sistémico, son causadas por una tolerancia
defectuosa tanto en los linfocitos B como en las células T colaboradoras?.



Lupus Eritematoso Sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune compleja con una
afectacidn multisistémica, que se caracteriza por presentar una amplia gama de manifestaciones
clinicas (Figura 1). Las presentaciones del LES pueden ocurrir a través de sintomas leves que se
resuelven espontdaneamente, pero también pueden comprometer érganos vitales, poniendo en
riesgo la vida de los pacientes. Se trata de una enfermedad crénica, con una evolucidon
sintomatica impredecible en periodos de actividad clinica y periodos relativamente
asintomaticos de remisidn. Su prevalencia es mayor en mujeres en edad fértil, con un predominio
femenino de 9 de cada 10 pacientes 2. La prevalencia del LES varia entre distintos paises y grupos
étnicos. Se estima que la prevalencia global de LES y la poblacion afectada en mujeres es de 78,73
(con valores de entre 28,61 a 196,33) por 100.000 personas y 3,04 millones de personas,
respectivamente. A nivel regional, la prevalencia de LES en mujeres es de 29,21 (con valores entre
6,04 a 84,23) por 100.000 personas en el sur de América Latina 3. Los datos disponibles de la
prevalencia del LES en Uruguay corresponden al departamento de Paysandu, donde se observd
una prevalencia de 57,7 /100.000 habitantes en el afio 2021 “.

Sintomas del Lupus Eritematoso Sistémico

Cabega Cerebro
» Fiebre « Derrames
e Pérddade ———— . Depresion
cabello « Deterioro cognitivo
« Dolor e
s Piel
Boca y nariz —— =< o Erupcién de
o Ulceras > mariposa
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Musculos
« Dolor I Pulmones
« Miositis £ « Neumonitis
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\ severo
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Figura 1. Sintomas del lupus eritematoso sistémico. Imagen creada con BioRender.com.

Etiopatogenia
La etiologia de la enfermedad aun es desconocida. Sin embargo, se han identificado distintos
factores de riesgo que pueden contribuir a su desarrollo a través de mecanismos diversos, que

conllevan a la produccién de anticuerpos contra antigenos nucleares y citoplasmaticos propios,
capaces de causar dano en los propios tejidos.



Factores genéticos, epigenéticos, ambientales y relacionados al sexo cromosémico se han
asociado a un mayor riesgo de padecer LES. En cuanto a los factores genéticos, alrededor de 200
variantes de riesgo han sido identificadas en el LES °. Muchas de ellas corresponden a genes
involucrados en la respuesta inmune, y resulta interesante que muchas son compartidas entre
distintas EA. También se han descrito patrones epigenéticos alterados en células inmunes de
pacientes con LES. La metilacion global del DNA se ha visto disminuida en linfocitos de pacientes,
lo que se ha correlacionado con la actividad de la enfermedad. Las marcas epigenéticas son
dindmicas y pueden verse influenciadas por otros factores, como ser los ambientales °. Estudios
en gemelos homocigéticos que no presentan concordancia fenotipica en cuanto al desarrollo de
la enfermedad, han mostrado que existen cambios en la metilacién del DNA y en la expresién en
genes relevantes para la patogénesis del LES 7. La regulacion de la expresién mediante microRNAs
es otro mecanismo que se ha visto alterado en células del sistema inmune de pacientes con LES,
tema que serd profundizado mas adelante. Dentro de los factores ambientales, la luz ultravioleta,
las infecciones con determinados patdgenos, particularmente con el virus Epstein-Barr &, y la
propia flora bacteriana han sido identificados como factores que tienen la capacidad de
desencadenar la patologia. Se propone que la reactividad cruzada entre autoantigenos y
antigenos virales o bacterianos juega un rol en este sentido, y seria capaz de desencadenar y
mantener un estado inflamatorio en individuos genéticamente susceptibles °. Finalmente, dado
gue mas del 90% de las personas afectadas por el LES son mujeres, el sexo es un factor de riesgo
para esta enfermedad, asi como para otras patologias autoinmunes. En este sentido influyen
factores hormonales, y la presencia de genes del sistema inmune ubicados en el cromosoma X
que pueden escapar de la inactivacién de dicho cromosoma .

En cuanto a la patogenia del LES, es claro que tanto el sistema inmune innato como el adaptativo
se encuentran desregulados, con varios elementos celulares y humorales involucrados. Se han
identificado algunas vias clave como impulsoras de la autoinmunidad, como la eliminacion
deficiente de restos celulares. En esta situacion el sistema inmune innato es capaz de reconocer
antigenos propios en un contexto inflamatorio, que normalmente no serian visibles para sus
receptores, y en consecuencia puede desencadenar la activacion de la respuesta adaptativa
contra autoantigenos, como ser los acidos nucleicos propios. La interaccién entre células
inmunes y sus mediadores también contribuye a la perpetuacién de la autoinmunidad y la
inflamacién crénica. La “firma de interferén”, definida como l|a sobreexpresién de genes
regulados por interferones de tipo 1, es observada con frecuencia en pacientes con LES, y se ha
visto implicada en el inicio y progresion de la enfermedad. En la Figura 2 se describen los
componentes celulares y humorales que se han visto implicados en la patogénesis del LES 2.
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Figura 2. Impulsores celulares y humorales clave de la patogénesis del lupus eritematoso
sistémico. Adaptada de Hoi et al., 2024. 1) Las células dendriticas plasmocitoides activadas por
DNA y RNA propios dentro de complejos inmunes o cuerpos apoptoéticos, son fuentes primarias
de interferones tipo | (por ej., IFNa), que amplifican y perpetdan el ciclo de las células
autorreactivas y la produccion de autoanticuerpos. 2) Los neutréfilos y sus trampas extracelulares
son fuentes potentes de acidos nucleicos, que activan a las células dendriticas plasmocitoides y
promueven la activacion de linfocitos T y la produccion de autoanticuerpos. 3) Los macréfagos
contribuyen tanto al inicio como a la progresion del lupus. Defectos en la capacidad de los
macrofagos para eliminar las células apoptdticas pueden provocar la acumulaciéon de material
apoptotico, que sirve como fuente de autoantigenos. Ademas, los macréfagos son productores
clave de citoquinas proinflamatorias (por ej., IL-1, IL-6 e IFNy), actian como células presentadoras
de antigenos y liberan mediadores inflamatorios que causan dafio tisular y fibrosis. 4) Las células
NK desempeiian un papel importante en la regulacidn de la actividad y la supervivencia de otras
células inmunes y producen citoquinas (p. ej., IFNy e IL-17). 5) Los linfocitos T auxiliares CD4+ y
las células B autorreactivas amplifican la respuesta inmune. Su activacién depende de la
participacion adecuada de las moléculas coestimuladoras. 6) El proceso de maduracién de las
células plasmaticas secretoras de anticuerpos depende de la proliferacion y diferenciacion de
linfocitos B bajo la influencia de citoquinas. El cambio de clase posterior y la hipermutacion
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somatica son procesos importantes en la maduracién de los linfocitos B, que requieren la ayuda
de linfocitos T en el centro germinal. 7) Las células Th17, un subconjunto de células T auxiliares
CD4+ que producen citoquinas como IL-17 o IL-21, promueven la inflamacién y la diferenciacién
de células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Las células Th17 se activan, expanden vy
mantienen bajo la influencia de la IL-23. 8) Las células T citotéxicas CD8+ pueden mediar en el
dafio tisular de la piel, los rifiones o el cerebro. 9) Las células T reguladoras, un subconjunto de
células T CD4+, son esenciales para mantener la tolerancia inmune y prevenir respuestas
autoinmunes. Si el contexto favorece que las células T CD4+ se diferencien mayormente a Th17,
la poblacién de células T reguladoras se ve disminuida.

Tratamiento

Los objetivos del tratamiento actualmente se centran en el control temprano de la actividad de
la enfermedad, la prevencion de brotes y la minimizacion de las comorbilidades y toxicidad
relacionada con el tratamiento. Las terapias farmacoldgicas se seleccionan teniendo en cuenta el
nivel de actividad y la gravedad de la enfermedad, los érganos mas comprometidos, asi como las
circunstancias individuales de cada paciente. Los glucocorticoides se utilizan para tratar el LES
debido a su capacidad para controlar rdpidamente la actividad de la enfermedad e inducir la
remisidon. Sin embargo, presentan numerosos efectos adversos, especialmente a nivel
metabdlico, ocular, cerebrovascular, cardiovascular y musculoesquelético, asi como un aumento
en el riesgo de infecciones. Para pacientes clinicamente activos pero cuyos érganos no estan en
peligro, se suele lograr la reduccidon gradual de la dosis de glucocorticoides utilizando
inmunosupresores convencionales como el metotrexato. Por otra parte, la hidroxicloroquina es
ampliamente utilizada como tratamiento de primera linea del LES por sus beneficios para el
control de los sintomas y la prevencion de dafios en distintos érganos y tejidos con un menor
riesgo de efectos secundarios que los glucocorticoides. El tratamiento con anticuerpos
monoclonales como belimumab, rituximab o anifrolumab, mejora el control de la actividad en
pacientes con LES persistentemente activo que no responden a tratamientos convencionales. Los
tratamientos actuales en conjunto con los esfuerzos por promover el diagndstico temprano de la
enfermedad han mejorado la calidad y pronéstico de vida de los pacientes. De todas formas, a
la fecha no existe un tratamiento curativo de la enfermedad. Si bien el control temprano de la
enfermedad es importante para evitar el dafio en érganos y tejidos, el diagnostico del LES no
suele ser sencillo 2.

Problemas asociados al diagndstico del LES

Uno de los desafios mas comunes e importantes reportados por médicos y pacientes estd
relacionado con la dificultad diagndstica. En la mayoria de los pacientes, los sintomas como el
cansancio, la falta de apetito y la pérdida de peso, en conjunto con manifestaciones
mucocutdneas y musculoesqueléticas representan las primeras manifestaciones clinicas. Estos
sintomas pueden incluir fatiga, erupcion cutdnea, ulceras bucales, alopecia, dolor en las
articulaciones y mialgia. Parte del desafio en el diagndstico del lupus es que no todas las
manifestaciones clinicas ocurren simultdneamente y, a menudo, puede transcurrir un tiempo
considerable entre las distintas manifestaciones, de manera que normalmente los pacientes
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deben someterse a reiteradas intervenciones diagndsticas, al tiempo que la enfermedad
evoluciona en periodos de actividad y remisién. Incluso una vez realizado el diagndstico, sigue
siendo dificil predecir qué pacientes progresaran en la enfermedad 2.

Para facilitar el diagndstico y seguimiento de la enfermedad, existen herramientas utilizadas por
los profesionales de la salud que permiten medir la actividad del LES. En relacidon a la actividad
de la enfermedad, el criterio mas utilizado actualmente es el SLEDAI (Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index). Este criterio establece un indice de actividad ponderado
compuesto por 24 descriptores clinicos y paraclinicos, cada uno de los cuales tiene un peso
diferente, asociado al tipo de manifestacion pero no a la gravedad. En teoria, la actividad de la
enfermedad puede oscilar entre 0 y 105 puntos, pero cuando este indice se califica
adecuadamente es raro encontrar un paciente con una puntuacion superior a 20 *2, En 2019
la European League Against Rheumatism (EULAR) en conjunto con el American College of
Rheumatology (ACR) definieron nuevos criterios para facilitar el diagndstico del Lupus
Eritematoso Sistémico®3. En los mismos se incluye como criterio necesarios para el diagndstico
del LES la determinacion de anticuerpos anti-nucleares (ANA) positivos con un titulo mayor o
igual a 1:80, ya que la presencia de estos anticuerpos es considerada un sello fundamental del
LES. Los ANA se han detectado al comienzo de la efermedad de practicamente todos los
pacientes. Una vez detectados en su conjunto, para profundizar en el diagndstico, se evalta la
presencia de anticuerpos anti-DNA doble cadena, anti- nucleosoma, anti-histonas, anti-Sm y anti-
RNP (dirigidos contra ribonucleoproteinas nucleares que forman parte del espliceosoma), entre
otros. Otros autoanticuerpos encontrados, con menor frecuencia, en pacientes con LES son anti-
Ro y anti-La (o anti- SSA y anti-SSB por Sjégren's Syndrome related antigen A/B respectivamente)
inmunoglobulinas dirigidas contra las proteinas Ro y La asociadas a YRNAs, también compartidos
con otras enfermedades autoinmunes 2.

En las ultimas décadas, surgid un gran interés por la identificacion de ncRNAs como
biomarcadores en distintos biofluidos, con la finalidad de establecer a estas moléculas como
analitos identificables en biopsias liquidas minimamente invasivas. Su estudio puede
proporcionar evidencia sobre nuevos mecanismos patogénicos, asi como contribuir a la
identificacion de biomarcadores de utilidad tanto en la terapia como en el diagndstico de
distintas enfermedades, contribuyendo a la deteccidon temprana de la enfermedad, asi como a su
seguimiento 4. En el contexto del LES, la identificacion de estas moléculas resulta sumamente
atractiva, dada la necesidad de mejorar los tiempos de diagndstico de los pacientes, asi como
también el seguimiento de la enfermedad. De hecho, distintos ncRNAs han sido reportados
alterados en la circulacidon de pacientes con LES , y por lo tanto han sido propuestos como

prometedores biomarcadores de la enfermedad a través de su deteccidn en biopsias liquidas >~
17

RNAs no codificantes

Los RNAs no codificantes (ncRNA) son un grupo heterogéneo de transcritos que no son traducidos
a proteinas, sino que actlan como reguladores y catalizadores de multiples procesos celulares
(Tabla 1). En los ultimos afios, con el advenimiento de las técnicas de secuenciacion profunda y
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de alto rendimiento, se ha puesto énfasis en la caracterizacién de las poblaciones de ncRNAs
tanto en el medio intra como extracelular.

Tabla 1. Principales funciones de los ncRNAs. rRNA: RNA ribosomal; tRNA: RNA de transferencia;
snRNA: RNA pequefio nuclear; snoRNA: RNA pequefio nucleolar; IncRNA: RNA largo no
codificante; circRNA: RNA circular; piRNAs: RNAs asociados a proteinas PIWI; miRNAs:
microRNAs.

ncRNA Funciones principales

rRNA Componentes de los ribosomas, directamente involucrados en la sintesis
proteica.

tRNA Decodifican las secuencias de los mRNAs y transfieren aminoacidos a las
cadenas peptidicas nacientes durante la traduccion.

snRNA Participan del splicing durante la maduracion de los mRNAs.

snoRNA Participan de la modificacion de rRNAs, tRNAs y mRNAs '8,

IncRNA Regulan la expresién génica a nivel transcripcional, postranscripcional y

epigenético. Actian como esponjas de miRNAs inhibiendo su funcion, y
pueden servir de andamio para la interaccién entre proteinas 4.

circRNA Participan de la regulacion de la expresidon génica al actuar como esponjas
de miRNAs, mRNAs y proteinas de union a RNA 4,

YRNAs Son importantes para la replicacion del DNA *° y el control de la calidad de
los RNAs 20,

piRNAs Actlian como un mecanismo de defensa al silenciar elementos genéticos
moviles, como virus y transposones en células germinales.

miRNAs Participan de la regulacidn génica a nivel postranscripcional.

Alteraciones en los niveles de distintos ncRNAs han sido asociados con multiples procesos
patolégicos. Muchos ncRNAs participan de la regulacion de la respuesta inmune y procesos
inflamatorios 2%, por lo que han sido foco de estudio en distintas EA complejas, incluyendo el LES.
A continuacion, se describe brevemente la relacion de distintos ncRNAs en el LES.

RNAs no codificantes en el LES

Distintos ncRNAs han sido asociados con el LES. Particularmente, se conoce que algunos miRNAs,
IncRNAs y circRNAs actian como reguladores epigenéticos y pueden tener incidencia en el
desarrollo y progresiéon de la enfermedad. Multiples estudios han examinado los niveles y
composicion de RNA en muestras de sangre periférica (sangre completa, plasma o PBMCs) y
medula dsea de pacientes, y han encontrado que la expresion aberrante de ciertos ncRNAs en
diferentes células del sistema inmune contribuye a procesos patoldgicos del LES. Para algunos de
estos ncRNAs se ha demostrado que su expresion anormal puede afectar vias de sefializaciéon
celular, incluidas IFN-I, MAPK y WNT, afectando la activacién y diferenciacidon celular, la
produccion de citoquinas y la apoptosis 6. Los circRNAs también han sido caracterizados en
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distintas células del sistema inmune de pacientes con LES, observandose que estos también
presentan cambios en su expresién respecto a controles sanos, y que estos cambios pueden
afectar el funcionamiento de células del sistema inmune 22. Si bien existen distintos mecanismos
por los cuales los IncRNAs y circRNAs ejercen sus funciones, resulta interesante que ambos
pueden actuar como esponjas de miRNAs, afectando redes de miRNAs-mRNAs. Los ncRNAs mas
estudiados en el contexto del LES son probablemente los miRNAs. El foco de este trabajo estd
puesto en estas moléculas, por lo que a continuacién se describe con mayor profundidad sus
caracteristicas y lo que se conoce respecto a su relacién con el LES.

microRNAs

Los microRNAs son una clase de RNAs reguladores pequenos no codificantes que estan altamente
conservados entre diferentes especies y tienen un papel crucial en la regulacién de la expresion
génica. Actuan inhibiendo la expresién de sus mRNAs blanco a través de un mecanismo
dependiente de su secuencia. A suvez, un miRNA puede tener multiples genes blanco y viceversa,
dando lugar a una compleja red de regulacién, que se adapta al contexto celular, y que depende
de distintos factores, como la disponibilidad de los mRNAs blancos, la localizacién subcelular, y
la actividad de los complejos de silenciamiento inducidos por miRNAs.

Los miRNAs se originan a partir de moléculas precursoras mds largas (pri-miRNAs) que son
transcritas por la RNA Polimerasa Il. Por lo general, son transcritos que se pliegan sobre si mismos
por auto complementariedad, dando lugar a estructuras de tipo horquilla. Los pri-miRNAs son
procesados por la endonucleasa nuclear Drosha dando lugar a un pre-miRNA de unos 60 a 120
nt, también con estructura de horquilla. Los pre-miRNAs son exportados al citoplasma donde
vuelven a ser procesados, esta vez por la endonucleasa Dicer, dando lugar al miRNA maduro, un
duplex de RNA de 20 a 24 nt con extremos protuyentes. El miRNA resultante es cargado en la
proteina Argonauta que retiene una sola de las hebras del duplex, y en conjunto con otras
proteinas forman el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC, por RNA-induced
silencing complex). En este complejo los miRNAs guian el silenciamiento génico de mRNAs, al
unirse por complementariedad de secuencia a sus mensajeros blanco, dando lugar a inhibicion
traduccional de los mensajeros y su eventual degradacion, en eucariotas 23.

Alteraciones en los niveles fisiologicos de distintos miRNAs han sido relacionados con diversos
procesos patolégicos, entre ellos enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas, entre otras. En
particular, muchas investigaciones se han centrado en el vinculo entre microRNAs y cancer, y
distintos miRNAs han sido clasificados como OncomiRs o miRNAs supresores de tumor,
dependiendo del tipo de mRNA que silencian ?*. Se sabe que muchos miRNAs estan involucrados
en la maduracidn y funcion de las células inmunes y hay evidencia que senala que estos pueden
influir en los procesos inmunopatoldgicos del LES y otras EA 2.

La lista de microRNAs cuyos niveles han sido encontrados alterados en células inmunes de

pacientes con LES es larga. Sin embargo, no para todos ellos la participacién en mecanismos
patolégicos ha sido demostrada. Choi et al. (2023) revisa el conocimiento actual con relacién a
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miRNAs desregulados en LES, y sostiene que a pesar de las extensas investigaciones realizadas
sobre los niveles de miRNAs, su importancia y papel potencial en el diagndstico del LES siguen sin
ser claras. Esto lo atribuyen en parte a resultados contradictorios, a falta de acuerdo en el tipo
de muestra a utilizar y también a falta de evidencia directa de la implicancia de los miRNAs en
estudio en la patologia. A continuacién, se describen solamente algunos de los miRNAs que han
sido relacionados al LES.

Para muchos miRNAs la relacién con el funcionamiento aberrante de las células en las que fueron
estudiados no ha sido demostrada, sino inferida mediante la prediccion de sus mRNAs blanco, o
simplemente fueron reportados cambios en su expresidon respecto a controles sanos *’. Por
ejemplo, ha sido descrito que miR-124a, 125a, 222, 125b, 146a y 155 estan regulados
negativamente en los neutréfilos de pacientes con LES en comparacion con los neutréfilos de
controles sanos 2. Sin embargo, el rol de estos miRNAs en la funcidn aberrante de los neutréfilos,
en particular durante la formacién de trampas extracelulares de neutrdéfilos, no ha sido
evidenciada. Por otra parte, algunos trabajos realizados en linfocitos T de pacientes muestran
gue ciertos miRNAs si parecen estar involucrados en la activacién alterada de estos linfocitos,
como el caso de miR-145 cuya expresion se reportd disminuida al tiempo que su blanco STAT1
(por signal transducer and activator of transcription 1) se vio aumentado en estos linfocitos 2’.
STAT1 juega un rol muy importante durante la activacidon de células Thl, que promueven la
inflamacién mediante la producciéon de IFN- y. Los niveles de IFN- y han sido reportados
aumentados en PBMCs de pacientes con LES, y correlacionan con la actividad de la enfermedad
28 Distintos miRNAs han sido reportados alterados también en linfocitos B. Por ejemplo, la
expresion de miR-29 se vio disminuida en linfocitos B de pacientes al compararla con la de
linfocitos B de controles sanos. La disminucion de miR-29 conduce al aumento de la expresion de
su proteina diana CRKL (por Crk-like protein) en estas células, lo que resulta en una mayor
secrecion de IgG por parte de los linfocitos B secretores de anticuerpos °. Otro miRNA cuya
expresion ha sido reportada disminuida en linfocitos B es miR-15b. Este miRNA regula la
expresion de la Ciclina D3 mediante la degradacion de su mRNA. Esta proteina desempefia un
papel importante en la proliferacidn de las células B, y se ha visto sobreexpresada en linfocitos B
de pacientes con LES, al tiempo que la expresiéon de miR15-b se encuentra disminuida. De esta
forma, cambios en los niveles de este microRNA podrian tener impacto a nivel del ciclo celular,
contribuyendo a las alteraciones de las células B 3°.

Otros trabajos han estudiado la expresion de miRNAs en PBMCs (células mononucleares de
sangre periférica) sin mayor distincion del tipo celular. En las PBMCs se incluyen poblaciones
heterogéneas de células, tanto de linaje linfoide (linfocitos T, B y células NK) como de linaje
mieloide (principalmente monocitos). En estas células, se han identificado distintos miRNAs con
expresion alterada respecto a los niveles en controles sanos. Algunos de ellos son miR-16, miR-
21, miR-155 que fueron reportados aumentados en PBMCs de pacientes, mientras que la
expresion de miR-141 se vio disminuida 3. En ocasiones los resultados obtenidos por distintos
trabajos en PBMCs de pacientes son contradictorios, por ejemplo, la expresiéon de miR-155 ha
sido reportada tanto aumentada3! como disminuida3’. La heterogeneidad de la enfermedad
representa un desafio en este sentido, y ademas este efecto podria tener que ver con variaciones
en la composicidn de los distintos tipos celulares en las PBMCs de los pacientes. Lo mismo ocurre
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en el caso de los estudios realizados en plasma de pacientes, donde a la heterogeneidad de la
enfermedad, se suma la complejidad de este fluido extracelular, compuesto por miRNAs
provenientes de distintas células. Por ejemplo, el miRNA-181a ha sido reportado tanto sub33
como sobrexpresado 34 en plasma de pacientes con LES, y lo mismo se ha observado para el miR-
223 y el miR-16%>:33,

Muchos de los miRNAs que se han reportado que tienen una expresion diferencial en pacientes
con LES, también han sido reportados alterados en contexto de otras enfermedades. Un claro
ejemplo de esto es miR-21, al cual Jenike y Halushka se refieren como “un biomarcador no
especifico de todas las enfermedades” luego de mostrar que este ha sido propuesto como un
biomarcador predictivo o prondstico de al menos 29 enfermedades diferentes®. Los autores
adjudican la falta de especificidad a la expresién ubicua de miR-21, sugiriendo que resulta
sumamente importante limitar el estudio a aquellos miRNAs que son expresados
especificamente por células involucradas en los procesos patoldgicos de interés, y evitar aquellos
mMiRNAs de expresion ubicua, sobre todo al buscar biomarcadores en el medio extracelular.

exRNAs

Hace varias décadas que se describié que el RNA también se encuentra fuera de las células 3°,
dando lugar a los denominados RNAs extracelulares (exRNAs). Estas moléculas son una fuente
prometedora de biomarcadores para diferentes enfermedades que pueden ser detectadas en
biopsias liquidas minimamente invasivas. Distintos tipos de RNAs estan presentes en el fluido
extracelular, y su abundancia puede variar en los diferentes biofluidos 3738, Dentro del exRNA se
encuentran fragmentos de mRNAs, IncRNAs, rRNAs, YRNAs y tRNAs. Algunas de estas moléculas
también pueden encontrarse en su longitud completa como algunos mensajeros de tamafio
menor a 1.000 nucledtidos. Los circRNAs y miRNAs también se encuentran en el medio
extracelular, asi como otros RNAs pequefios no codificantes como los vault RNAs, snRNAs,
snoRNAs y piRNAs.

La composicién de RNAs del medio extracelular no es idéntica a la que se encuentra en el interior
de las células, encontrandose distintos RNAs enriquecidos en el medio extracelular3®. En el
plasma, estudios de secuenciacién de pequefios RNAs (small-RNA-Seq) han mostrado que los
exRNAs se componen mayormente de YRNAs, en particular alrededor del 50 % de las lecturas
mapean al RNY4, mientras que el resto de las lecturas mapean a mayormente a miRNAs 3849, Las
ribonucleasas (RNAses) son proteinas que degradan moléculas de RNA y son muy abundantes en
el entorno extracelular, donde degradan rapidamente a todos aquellos RNAs que se encuentren
desprotegidos. De forma que, la existencia de exRNA implica su proteccién frente a la actividad
de las ribonucleasas. Esta proteccién esta dada por la compartimentalizacion del exRNA en
distintas estructuras, como lipoproteinas y distintos tipos de vesiculas extracelulares (EVs) que
pueden provenir de la membrana plasmatica celular como los ectosomas o micro vesiculas o de
compartimientos endosomicos como los endosomas *. El exRNA también puede existir por fuera
de estas estructuras, y ser protegido por su interaccién con proteinas en ribonucleocomplejos*?
o ser protegido por su propia estructura 3. De hecho, la mayoria del exRNA es extravesicular 3°,
y la mayoria de los miRNAs en medios de cultivo celular o que circulan en el plasma sanguineo
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humano se encuentran formando complejos ribonucleoproteicos con proteinas como AGO2 4445,
mientras que su abundancia en EVs es muy baja, estimando que para encontrar una copia de un
miRNA dado deben contarse cerca de 1000 EVs 4°,

Distintos trabajos han mostrado que los perfiles de exRNAs son distintos a la composicidn
encontrada en las células que los liberan, lo que puede sugerir que las células seleccionan
activamente RNAs especificos y los exportan al exterior celular. EIl empaquetamiento de RNAs
especificos en EVs ha sido ampliamente estudiado 47-%°. Pero este no es el Gnico mecanismo capaz
de explicar la composicién del exRNA. Las células podrian también liberar sus RNAs mas
abundantes siguiendo gradientes de concentracién, o de manera pasiva independiente de las
EVs, debido a la muerte celular. Diferentes exRNAs tienen distintos grados de proteccién frente
a la degradacién, de forma que el procesamiento extracelular también contribuye a los perfiles
de exRNAs>°. Al inhibir la actividad de las ribonucleasas extracelulares, los perfiles de exRNA
cambian dramaticamente, y particularmente reflejan los perfiles intracelulares, lo que sugiere
qgue todo el RNA celular puede liberarse y la accién de ribonucleasas es responsable de su
degradacién y fragmentacion en RNAs mdas cortos °*.

La funcion del exRNA es actualmente un tema de discusion. Varios estudios han reportado la
transferencia funcional de miRNAs y mRNAs entre células de mamifero a través de EVs,
proponiendo un rol de estas moléculas en la comunicacidn celular >27°®, La transferencia de
exRNAs también fue estudiada en el microambiente tumoral, donde se propone que cumple
funciones importantes para la progresion de la enfermedad >7°8. A pesar del prometedor rol de
los exRNAs en la comunicacion celular, el estudio de estos procesos presenta grandes desafios
técnicos. Por ejemplo, resulta dificil saber si es realmente el RNA de las EVs el responsable los
cambios observados en las células receptoras, ya que otras macromoléculas presentes en las EVs,
como las proteinas, podrian estar involucradas. En el caso de los miRNAs y mRNAs, aun no esta
claro cémo estos pueden tener efectos relevantes en las células receptoras dada su baja
concentracion en las EVs >°.

Sea para cumplir una funcidn o no, distintos exRNAs son capaces de sobrevivir a la elevada
concentracion de ribonucleasas presentes en el medio extracelular. Su estabilidad y el acceso
relativamente no invasivo a distintas moléculas de exRNA las convierten en una clase interesante
de biomarcadores que pueden ser detectados en fluidos extracelulares.

Biopsias liquidas

El término biopsia liquida refiere a cualquier fluido extraido de un organismo con la intencion de
investigarlo para obtener informacion médica. A diferencia de las biopsias tradicionales, que
requieren la extraccion de tejido sélido, las biopsias liquidas se basan en el andlisis de
componentes moleculares y celulares presentes en fluidos corporales. Las biopsias liquidas
ofrecen una alternativa mucho menos invasiva a las biopsias de tejido, y minimizan los riesgos
asociados a las intervenciones quirurgicas de las biopsias convencionales. Al ser mas simples y
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menos invasivas, podrian facilitar el diagndstico precoz de la enfermedad, asi como permitir un
seguimiento continuo que no implique un gran desgaste para los pacientes, y de este modo, una
mayor adhesién en el control evolutivo. Existen una gran cantidad de fluidos corporales que
pueden utilizarse con este fin: sudor, calostro, leche materna, liquido amniético, bilis, lagrimas,
saliva, plasma, suero, orina, entre otros. También existen una gran cantidad de analitos que
pueden ser detectados en estos fluidos como ser: células tumorales circulantes, DNA y RNA libre
de células, proteinas, etc.

Este trabajo evalla el potencial de exRNAs presentes en el plasma a ser utilizados como
biomarcadores del LES. Un biomarcador se define como una molécula medible capaz de indicar
la presencia de una patologia o su grado de avance, o que puede ser utilizado como indicador de
susceptibilidad para una enfermedad antes de que esta se desarrolle. El plasma se separa a partir
de sangre total mediante centrifugacion seriada. Se obtiene una fraccién inferior que contiene
eritrocitos, seguida de una “capa leucocitaria” que contiene principalmente leucocitos y una capa
superior que es el plasma rico en plaguetas (PRP). Cuando se separa el PRP y se vuelve a
centrifugar las plaquetas sedimentan y los sobrenadantes pueden retenerse. Diferentes
velocidades de centrifugacidn y cantidad de centrifugaciones seriadas conducen a la generacién
de plasma pobre en plaquetas (PPP) o libre de plaquetas (PFP) dependiendo del numero de
plaguetas residuales. Existen distintos métodos que permiten detectar a los exRNAs en las
muestras de pacientes.

RNA-seq

La secuenciacion masiva ha revolucionado la biologia y la medicina en los dltimos afios,
proporcionando una precision a nivel de base Unica para la comprension de las secuencias de
acidos nucleicos, con un rendimiento muy alto, permitiendo la adquisicion de una enorme
cantidad de datos en poco tiempo. La secuenciacion de RNA o RNA-seq es un método
ampliamente utilizado para estudiar la expresion de RNAs, descubrir nuevas especies de RNA, y
se trata del método mas utilizado actualmente para la caracterizacién del exRNA en biofluidos
en busqueda de biomarcadores de terapia y diagndstico. RNA-seq comprende un grupo diverso
de protocolos Unicos. En general, un flujo de trabajo de RNA-seq para pequeiios RNAs se puede
dividir a grandes rasgos en cuatro pasos: extraccion del RNA, preparacidon de bibliotecas,
secuenciaciéon y analisis de datos. Mediante la utilizacion de distintos protocolos es posible
secuenciar RNAs con distintas caracteristicas, por eso es importante tener presente que los
resultados obtenidos mediante ningun método de secuenciacion son capaces de reflejar la
composicion exacta de RNAs de las muestras. En este trabajo se utiliza un protocolo de
secuenciacion de pequefios RNAs, realizando una seleccidn por tamafio, y ademas se trata de un
método de secuenciacion capaz de detectar RNAs cuyos extremos sean 5° monofosfato y 3’ OH,
favoreciendo la secuenciacién de miRNAs y otros pequefios RNAs con estas caracteristicas.

En el caso particular de la busqueda de biomarcadores del LES, los métodos mas cominmente
utilizados han sido la RT-qPCR y los Microarrays.
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Otros métodos de deteccion de miRNAs utilizados en la busqueda de
biomarcadores del LES

La mayoria de los trabajos que buscan caracterizar los perfiles de miRNAs en distintas muestras
de pacientes con LES, se basaron en la tecnologia de microarrays. Esta tecnologia se basa en Ia
hibridacion de los miRNAs, o el cDNA generado a partir de estos, con sondas complementarias
inmovilizadas en la superficie de un chip. Los miRNAs se marcan con moléculas fluorescentes y
se detecta su emisidon de fluorescencia unidos en diferentes posiciones en los portaobjetos,
pudiéndose evaluar los miRNAs y sus cantidades relativas en la muestra estudiada analizando los
datos de la sefial de fluorescencia ©°. Esta técnica por lo tanto no permite la deteccién de nuevas
moléculas de RNA, sino que para la deteccién de un miRNA dado es necesario conocer su
secuencia e incluirla en el chip. A diferencia de los microarrays, el RNA-seq no requiere el uso de
sondas, haciendo posible la deteccidn de transcritos nuevos o desconocidos. Mediante RNA-seq
es posible detectar una mayor cantidad de genes, especialmente en el caso de genes con baja
expresion ®1. Otra metodologia utilizada por distintos trabajos es la deteccién de miRNAs
mediante Stem Loop RT-qPCR ©2. En este caso también es necesario conocer cudl es el miRNA
gue se quiere detectar, y la diferencia en la expresién a detectar entre muestras puede ser una
limitante. Este método también suele utilizarse para validar resultados obtenidos mediante RNA-
seq.
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Objetivo

Caracterizar los perfiles de ARNs circulantes en el plasma de pacientes con lupus eritematoso
sistémico en actividad y en remisién. Analizar si en estos dos estados de la enfermedad se
presentan diferencias cualitativas y/o cuantitativas, asi como también las diferencias que puedan
tener con los perfiles de individuos sanos. Contribuir a la seleccidén de biomarcadores que faciliten
el diagndstico y seguimiento de la enfermedad.

Objetivos especificos

1. Seleccionar y obtener muestras de sangre periférica de mujeres con diagndstico
confirmado de LES en actividad y en remisidn clinica y mujeres clinicamente sanas.

2. Preparar bibliotecas de pequenos RNAs a partir del plasma de las pacientes y controles.
Secuenciar las bibliotecas obtenidas.

3. Caracterizar las poblaciones de pequefios RNAs circulantes en las muestras de las tres
condiciones.

4, Seleccionar pequefios RNAs con potencial como biomarcadores para su posterior
evaluacion.
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Materiales y métodos

1. Seleccidn de pacientes y obtencion de muestras

Se incluyeron en el estudio mujeres con diagndstico confirmado de Lupus Eritematoso Sistémico
atendidas en la Policlinica de Enfermedades Autoinmunes del Hospital Maciel. Se obtuvieron 10
ml de sangre periférica por venopuncién en estrictas condiciones de asepsia de 3 pacientes con
LES en actividad (A), 3 pacientes con LES en remision (R) y 3 controles normales (N), en tubos
anticoagulados con EDTA. A través de la interaccién con las médicas tratantes se accede a datos
clinicos y paraclinicos de interés. Se solicitd la firma de consentimiento informado a todas las
participantes, y el proyecto cuenta con la aprobacién del Comité de Etica del Hospital Maciel.

2. Preparacion de fracciones de sangre periférica

La sangre periférica extraida a las pacientes y controles normales se procesé en las primeras 2
horas luego de su extraccion. El plasma se obtuvo por centrifugacién a 1100 g durante 15 minutos
a temperatura ambiente y se almacend a -80 °C con inhibidor de RNAsas hasta su utilizacién.

2.1 Extraccion de RNA

A partir de 2 ml de plasma de cada paciente o control se extrajo el RNA circulante utilizando el
kit “Quick-cfRNA Serum and Plasma” (ZYMO Research, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Este kit permite extraer RNAs de un largo = 17 nt, incluidos los RNAs unidos a
proteinas, exosomales, microRNAs y otros pequefios RNAs. EIl RNA se cuantificd mediante
fluorimetria utilizando el kit “Qubit miRNA Assay”.

2.2 Secuenciacion de pequeiios RNAs

Se elaboraron bibliotecas para secuenciar los RNAs circulantes en la plataforma MiSeq (lllumina)
utilizando el kit “NEBNext small RNA Library Prep Set for lllumina” (New England Biolabs)
partiendo de 50 ng de RNA total. Este procedimiento comprende los siguientes pasos: la ligacidn
del adaptador en el extremo 3’-OH de los fragmentos de RNA; la hibridacidn de un cebador para
la retrotranscripcion complementario a este adaptador, seguido de la ligacién de otro adaptador
en el extremo 5’-P; la sintesis de la primera hebra de DNA copia mediante retrotranscripcién a
partir de los hibridos RNA — cebador de retrotranscripcién; y finalmente, la amplificacién por PCR
con el agregado de secuencias Unicas identificadoras (index) en uno de los cebadores que
permiten identificar a qué muestra corresponden las lecturas de secuenciacion (Figura 3). Se
purificaron las bibliotecas obtenidas utilizando el kit “Gel and PCR Clean up” (Machery Nagel)
utilizando una relacién binding buffer:muestra de 7:1. Se selecciond el tamafio de los fragmentos
a secuenciar en un gel de poliacrilamida “Novex TBE Gels, 6%” (Thermo). La corrida se realizé
durante 1 horaa 120V. Las bandas de 150 a 200 nucledtidos se recortan y purifican. Estas bandas
corresponden a fragmentos de entre 20y 80 pares de bases sin adaptadores. Se realizé un control
del tamafio y de la concentracién de cada biblioteca utilizando un chip de DNA de alta
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sensibilidad, en un Bioanalyzer 2100 (Agilent). Las bibliotecas se cuantificaron con el kit Qubit
“High Sensitivity dsDNA Assay”. Se realizaron pools de 12 nM que fueron diluidos de acuerdo con
las indicaciones del fabricante y secuenciados en una corrida single-end, durante 50 ciclos
utilizando el kit “MiSeq Reagent Kit v2” (lllumina).

PCR Enrichment

3" Adaptor Ligation 8C P7

B8C P7
5 —

Primer Hybridization S — o 08

———_
5

I
‘;‘-

5 Adaptor Ligation

5 3 S 3 5 App e 3

5 -3

e —

H
|

First Strand cDNA Synthesis

5 _— Clean Up and Size Selection
J— — 5 e

- e — 2
— — [
— 5

{1

Figura 3. Esquema de la generacién de bibliotecas. Figura tomada y modificada del protocolo
“NEBNext small RNA Library Prep for lllumina” (NEB).

2 Analisis bioinformatico

3.1 Analisis primario

Las lecturas obtenidas se analizaron utilizando FastQC 3 (V0.12.1) para determinar la cantidad
de secuencias obtenidas por muestra y su calidad. Las secuencias adaptadoras se removieron
utilizando Cutadapt %4 (V4.9). Solo se analizaron las secuencias con 19 bases o mas que contenian
un adaptador 3' identificable. De acuerdo al objetivo buscado, estas se mapearon al genoma
humano hg38 (GRCh38.p14 (GCA_000001405.29)) y/o a referencias conteniendo ncRNAs
utilizando Bowtie2 > (V2.5.3). Para el alineamiento al genoma se utilizaron los pardmetros de
alineamiento por defecto. Para el alineamiento a la referencia de ncRNAs se modificd el
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parametro -L que determina la longitud de las subcadenas de semillas (-L 8). Las secuencias
mapeadas fueron asignadas utilizando featureCounts ¢ (V1.6.0.2), contando a nivel de transcrito,
(-M, -0, --fraction) permitiendo mapeos multiples (multi-mapping reads) y superposicion
multiple (multi-overlapping features) asignando una fraccién de los reads a cada feature. La
referencia de ncRNAs utilizada consta de miRNAs maduros (mirBASE), tRNAs (GtRNAdb),
IncRNAs, snoRNAs, snRNAs, rRNA, vaultRNAs, YRNA, SRP-RNA (RNAcentral), mt rRNA, mt tRNA
(Ensembl). La referencia ncRNAs(-Y-t) es la referencia ncRNAs sin incluir YRNAs ni tRNAs.

3.2 Caracteristicas generales

La abundancia de los biotipos se determind a partir de las tablas de conteo de featureCounts
contando a nivel de biotipo, normalizado segun el total de secuencias mapeadas para cada
muestra. La composicion de los distintos YRNAs se obtuvo filtrando los reads asignados a YRNAs,
normalizando segun el total de reads mapeados a YRNAs. La composicion de los distintos miRNAs
se obtuvo filtrando los reads asignados a miRNAs. Los mds expresados se determinaron en base
al promedio de todas las muestras. La normalizacién se hizo en base al total de secuencias
mapeadas a miRNAs para cada muestra. La abundancia de los 20 transcritos mas representados
se obtuvo seleccionando los fragmentos mas expresados segun el promedio por transcrito
considerando todas las muestras y se expresaron en log, RPM, siendo RPM la cantidad de lecturas
asignadas dividiendo su numero de recuento absoluto entre la cantidad de lecturas mapeadasy
multiplicando por 1 milldn.

Para determinar la distribucién de tamafos de las lecturas mapeadas, estas se extrajeron del
total de los reads utilizando BAM Filter (-mapped=TRUE) y las coordenadas de los features
incluidos en la referencia ncRNAs. Para determinar la distribucidon de tamafos de las lecturas
mapeadas a YRNAs o miRNAs, los reads fueron filtrados segiin hayan mapeado a estos biotipos
segun sus coordenadas en la referencia de ncRNAs. Las lecturas filtradas se convirtieron a Fasta
y se calculd la longitud de cada lectura individual. La abundancia relativa de lecturas con una
longitud determinada se expresé como lecturas por millén (RPM).

Para determinar la composicién de miRNAs de 21 y 22 nt, los reads primero se filtraron por
tamano, seleccionando por un lado los reads de 21 nt y por otro los de 22 nt. Luego fueron
alineados con Bowtie2 a una referencia de miRNAs y asignados utilizando featureCounts con los
mismos parametros ya descritos (ver Andlisis primario).

3.3 Busqueda de miRNAs con potencial biomarcador del LES

Las tablas de conteo obtenidas se filtraron para mantener solamente aquellos transcritos con 5
0 mas conteos en todas las muestras. El andlisis de expresiéon diferencial se realizé utilizando
DESeq2 67(v1.20), se considerd expresion diferencial para los transcritos que tuvieran un p-valor
ajustado (padj) inferior a 0.05, y un cambio absoluto en el nivel de expresiéon (log2FoldChange)
mayor o igual a 1. El analisis de componentes principales se realizé luego de aplicar rlog (blind =
TRUE) a los datos de expresion normalizados por DESeq2, utilizando la funcion prcomp del
paquete base de R. La prueba permanova se realizé utilizando la funciéon adonis2 de vegan-
package (V2.6-6.1), y la matriz de distancia fue calculada utilizando la distancia de Bray-Curtis.
Para la visualizacién en heatmaps de los genes con expresidon diferencial se utilizdé la funcidn
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pheatmap del paquete homdénimo de R, a partir de los datos normalizados de DESeq2. La
expresion de los genes fue centrada y escalada, y la clusterizacion jerarquica se realizd sdlo a
nivel de los genes, permitiendo agrupar genes con perfiles de expresion similares, utilizando la
distancia euclidiana y el método de enlace completo.
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Resultados

1. Seleccidn de las pacientes

El primer objetivo planteado fue la seleccion de las pacientes a incluir en el estudio. En
colaboracién con la Policlinica de Enfermedades Autoinmunes del Hospital Maciel se
seleccionaron 3 mujeres con LES en actividad, 3 mujeres con LES en remisién y 3 controles sanas.
En la Tabla 1 se muestran los datos clinicos y serolégicos de las pacientes, asi como su indice de
actividad de la enfermedad SLEDAI, y los tratamientos a los que estaban sometidas al momento
de la inclusién. En cuanto al fenotipo clinico de las pacientes, todas ellas presentaron
manifestaciones mucoso-cutaneas, mientras que solo algunas presentaron las siguientes
manifestaciones: articulares (pacientes R1, R2 y A3), musculares (paciente A3), cardiacas
(paciente A4), hematoldgicas (pacientes R1, R2 y R3), y renales (paciente A3). En cuanto al
fenotipo seroldgico, todas las pacientes son positivas para ANAs, y presentan distintos perfiles
de autoanticuerpos: anti-DNA (pacientes R1, R2, A2, A3 y A4), anti-Smith (pacientes A2 y A3),
anti-Ro (pacientes R2, A2 y A3), anti-La (pacientes R2 y A2), anti-RNP (paciente A3), anti-
nucleosoma (pacientes R1 y A3), anti-histona (pacientes R1 y A3). Algunas de las pacientes
también presentaron autoanticuerpos anti-fosfolipidos como anti-IL (pacientes R2 y A3) y ACA
(anti-cardiolipina) (pacientes A2 y A3). La paciente R3 si bien fue positiva para ANAs, no presentd
ninguno de los autoanticuerpos ensayados. La activacion del sistema complemento fue
detectada para las pacientes R1, R3, A2, A3 y A4. En cuanto a la actividad de la enfermedad, las
pacientes en remisidn presentaron un puntaje SLEDAI de 0, indicando que no hay actividad de la
enfermedad, mientras que las pacientes A2, A3 y A4 presentaron puntajes de 6, 14 y 14
respectivamente, indicando una alta actividad de la enfermedad para las 3 pacientes. Otros
indicadores que correlacionan con la actividad de la enfermedad son la velocidad de
eritrosedimentacion (VES) y la proteina C reactiva (PCR), ambos valores aumentan cuando hay
infeccion o inflamacidn. Solo la paciente R1 presenté un valor elevado de PCR, y las pacientes A2
y A3 presentaron valores elevado de VES. En cuanto a los tratamientos, las pacientes se
encontraban realizando tratamientos con las siguientes drogas al momento de la inclusién:
hidroxicloroquina (todas las pacientes), metotrexato (pacientes A2 y A4), azatioprina (pacientes
R2 y A4), micofenolato mofetilo (paciente A4), rituximab (pacientes R3 y A4), inmunoglobulina
intravenosa (paciente A4), glucocorticoides (pacientes R2, A2, A3, A4) y metilprednisolona
(pacientes R3, A2, A3, A4). Una primera observacion sobre las caracteristicas de las pacientes es
la gran heterogeneidad que existe entre la sintomatologia, los autoanticuerpos que presenta
cada una, y algunos marcadores de actividad como la VES y la PCR. Las controles sanas no se
sometieron a ningun estudio clinico ni paraclinico.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las pacientes con LES. SNP: sistema nervioso periférico); ANA:
anticuerpos anti-nucleares; IL: inhibidor lUpico; ACA: anticuerpos anti-cardiolipina; SLEDAI:
obtenido, se considera actividad alta un puntaje
eritrosedimentacion; PCR: proteina C reactiva. Los valores normales se indican entre paréntesis
en la tabla.
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2. Obtencion y secuenciacion de bibliotecas de pequefios RNAs

A partir del RNA purificado del plasma de las 9 muestras se realizaron bibliotecas de pequenos
RNAs. Los pequefios RNAs fueron seleccionados mediante electroforesis de poliacrilamida,
incluyendo fragmentos correspondientes a miRNAs (de alrededor de 21-22 nt) y mitades de
tRNAs y fragmentos de YRNAs (de alrededor de 30-32 nt). Los tamanos esperados para estos
RNAs con los adaptadores ligados son de 140 y 150 nt, respectivamente. En la Figura 4 se puede
observar que estas bandas no se resuelven claramente, sino que se observé lo que parece ser
una Unica banda a la altura de 150 nt.
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% del producto de PCR de las bibliotecas. En
el primer carril se encuentra el marcador de peso molecular. Las flechas indican las bandas que
fueron cortadas e incluidas en las bibliotecas. El corte se realizé para todas las muestras por igual,
incluyendo el fragmento de gel que abarca desde los 150 pb a 200 pb. N: control sana, R: paciente
en remisiodn, A: paciente en actividad.

2.1 Control de calidad de las bibliotecas

Previo a la secuenciacion, se realizé un control de calidad de las bibliotecas en el analizador de
fragmentos Bioanalyzer 2100, utilizando un chip de DNA de alta sensibilidad. Esto permitié
conocer con mayor exactitud los tamafnos seleccionados para las bibliotecas de cada muestra.
Las bibliotecas mostraron un promedio de tamafios de alrededor de 152 a 165 (Figura 5). Las
bibliotecas se cuantificaron por fluorometria con el Kit DNA High Sensitivity, Qubit (ver Tabla A1l).
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Figura 5. Control de calidad de bibliotecas. Electroferograma de chip de ADN de alta sensibilidad
en Bioanalyzer 2100. En el primer carril se encuentra el marcador de peso molecular. Las bandas
magenta y verde corresponden al marcador interno superior (10380 pb) e inferior (35 pb)
respectivamente.

2.2 Resultados de secuenciacion

Las bibliotecas fueron secuenciadas en la plataforma MiSeq de lllumina, utilizando un kit de 50
ciclos en una corrida single-end. La calidad de las secuencias obtenidas fue buena (mas del 99%
de las secuencias con Q score > 30), y también se obtuvo un buen porcentaje de alineamiento
para todas las muestras (Tabla 2). Las secuencias se alinearon al genoma humano, asi como a
referencias que contienen Unicamente los ncRNAs de interés. Para una descripcién inicial de los
resultados de secuenciacion se utilizé una referencia conteniendo todos los biotipos de ncRNAs
mientras que para la busqueda de pequefios RNAs que puedan servir como biomarcadores de la
enfermedad se utilizé una referencia de ncRNAs filtrada sin tRNAs ni YRNAs (ver Materiales y
Métodos). El porcentaje de alineamiento al utilizar como referencia el genoma humano fue
superior al 96 % para todas las muestras. Al utilizar las referencias de ncRNAs este porcentaje fue
apenas mas bajo, indicando que gran parte de las secuencias obtenidas corresponden a ncRNAs
(Tabla 2). Ademas, el alineamiento a estas referencias permitié aumentar el porcentaje de
secuencias con mapeos unicos. No incluir YRNAs y tRNAs en la referencia aumenté mucho el
porcentaje de secuencias con mapeos Unicos. Esto se debe a las caracteristicas de estos genes.
El genoma humano contiene multiples copias de genes para la mayoria de los tRNAs. Estas copias
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pueden tener secuencias idénticas o casi idénticas, de forma que es practicamente imposible
distinguir la posicidn en el genoma de donde provienen. Otro motivo para excluir a los tRNAs fue
gue los métodos utilizados tanto para la preparacién de la muestra como para la secuenciacién
no favorecen su deteccidén. En el caso de los YRNAs, también se trata de genes que estan
altamente conservados, especialmente en regiones clave para su funciéon. En la Tabla 2 se
muestra la cantidad de secuencias obtenidas y su porcentaje de alineamiento a las distintas
referencias utilizadas.

Tabla 2. Secuencias obtenidas y porcentaje de alineamiento a las referencias utilizadas.

Muestra Secuencias Genoma Mapeos ncRNAs Mapeos ncRNAs(-Y-t) Mapeos

(M) (%) tnicos (%) unicos (%) unicos
(%) (%) (%)
N1 3.9 96 47 93 52 87 74
N2 2.4 99 7 98 20 86 81
N3 4.1 99 10 97 22 86 78
R1 2.7 98 27 95 36 86 79
R2 4.6 98 62 94 67 94 67
R3 3.7 99 9 98 21 87 82
A2 3.2 99 18 96 27 87 77
A3 3.6 99 16 96 26 86 80
A4 3.3 98 16 96 26 84 74

3. Descripcion de las caracteristicas generales de la poblacion de ncRNAs

El objetivo principal de esta tesis es la descripcion de los perfiles de pequefios RNAs circulantes
en las pacientes con LES. Para ello, una vez asignadas las secuencias a la referencia de ncRNAs,
se analizaron los datos para describir como es la composicidn de los distintos biotipos de ncRNAs
de las muestras, cuales son los RNAs mas representados, y cudles son los tamafios de estas
secuencias.

3.1 Composicion por biotipo

En cuanto a la composicidn por biotipo se puede observar que, salvo para una de las pacientes
en remisién y una control, los YRNAs son el biotipo mdas abundante en el plasma. El segundo
biotipo mds abundante es el de los miRNAs (ver Figura 6). Sin considerar a la muestra R2, que
presentd un comportamiento particular sobre el que se discute mas adelante, en promedio las
muestras presentaron un 70 % de alineamiento a YRNAs, con un minimo de 38 % para la muestra
N1y un maximo de 86 % para la muestra N2; y un 24 % de alineamiento a miRNAs con un minimo
de 10 % para la muestra N2 y un maximo de 60 % para la muestra N1.
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Figura 6. Abundancias porcentuales de los biotipos de ncRNAs en las muestras. N: control; R:
paciente con LES en remisién; A: paciente con LES activo.

3.2 ncRNAs mas representados en las muestras

El YRNA4 es la secuencia mas representada en la mayoria de las muestras, lo que concuerda con
lo reportado en la literatura®. El plasma de la paciente R2 presenté una marcada disminucion de
YRNAs, y un cambio en la composicion de este biotipo. Si bien el RNY4 es el mas abundante, al
igual que en el resto de las muestras, presentd una mayor cantidad de secuencias mapeadas a
otros YRNAs que el resto de las muestras. Alrededor del 15 % de los reads mapeados a YRNAs en
la muestra R2 corresponden al RNY1, y un porcentaje menor a los RNY3 y RNY5 (ver Figura 7).
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Figura 7. Abundancia porcentual de YRNAs en cada muestra. El 100 % corresponde al total de los
reads mapeados a YRNAs. N: control; R: paciente con LES en remisidn; A: paciente con LES activo.
Las muestras presentan una gran variacién en cuanto a la composicién de los miRNAs mas
abundantes. Los microRNAs mas representados en las muestras son miR-451a, miR-148a-3p, let-
7i-5p y let-7f-5p (ver Figura 8).
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Figura 8. Abundancia porcentual de miRNAs mas representados. El 100 % corresponde al total
de los reads mapeados a miRNAs. N: control; R: paciente con LES en remisidn; A: paciente con
LES activo.

El miR-451a es un microRNA expresado por glébulos rojos. De forma que su abundancia en la
circulacion estd asociada a estas células. Otro miRNA abundante es el miR-486-5p expresado por
glébulos rojos y plaquetas. Los let-7 y miR-151a-3p por el contrario se ha reportado que se
expresan en todos los tejidos, si bien esto quizas refleja la presencia de determinados tipos
celulares en los tejidos. El miR-122-5p es expresado por hepatocitos. El miR-148a se expresa en
distintas células, incluidas células circulantes, como los neutréfilos, pero también es muy
expresado por células residentes mastocitos y hepatocitos ®°, que tienen acceso a la circulacidn.

En la Figura 9 se representan los 20 ncRNAs mayoritarios en el plasma de las muestras de las tres
condiciones. El YRNA4 es el ncRNA mds abundante, seguido del miR-451a y el resto de los
microRNAs. Nuevamente, se evidencia la gran variacion entre las muestras, incluso dentro de la
misma condicién.
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Figura 9. ncRNAs mas abundantes expresados en Log2 RPM. N: control; R: paciente con LES en
remisién; A: paciente con LES activo.

3.3 Distribucidon de tamano de las secuencias

Al evaluar la distribucion de tamafio de las secuencias se distinguen dos picos, el primero
compuesto por secuencias de 20 a 23 nt y el segundo pico compuesto por secuencias de 31 a 33
nt (ver Figura 10). El primer pico de 20 a 22 nt corresponde a secuencias mapeadas a miRNAs
(ver Figura 11 A), mientras que el segundo pico de 31 a 33 nt corresponde a secuencias mapeadas
a fragmentos de YRNAs (ver Figura 11 B). Para la muestra de la paciente en remision 2 (R2) se
observa que hay una cantidad significativamente menor de secuencias de 31 a 33 nt, lo que
coincide con el menor recuento de YRNAs de esta muestra (Figura 6).
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Figura 10. Distribucion por tamafio de las secuencias. N: control; R: paciente con LES en
remision; A: paciente con LES activo. RPM: reads por millon.
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3.4 Deteccidn de sesgos de tamaiios en las bibliotecas

Los fragmentos de las bibliotecas N1 y R2 tienden a ser mds cortos que los del resto de las
muestras. Esto se puede ver en los resultados de Bioanalyzer (ver tabla A1) y también en la Figura
10, donde se observa que las muestras N1 y sobre todo R2 presentan una menor cantidad de
secuencias de 32 nt, acompafiado de un aumento de secuencias de 21 nt por sobre las de 22 nt.
Se establece una correlacién negativa donde las muestras con menor cantidad de secuencias de
32 nt son las que presentan una mayor cantidad de secuencias de 21 nt: R2 que tiene menos
fragmentos de 32 es la muestra con mas fragmentos de 21, seguida por N1 y R1 (ver Figura 12).
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Figura 12. Correlacién entre secuencias de 21-22 nt y 32 nt en las muestras. Se utilizo el
coeficiente de correlacion de Pearson (r = -0.88) para evaluar la relacion entre las secuencias de
21-22 nty 32 nt.

Los cambios observados en los tamafios de los fragmentos que componen a las bibliotecas
podrian estar reflejando la composicién real de pequeinos ARNs en las muestras, o bien esta
podria deberse a sesgos técnicos, y resulta imposible con estos resultados saber si la composicidon
de tamafios distinta es real o artefactual. Dado que los pequefios ARNs se caracterizan por su
tamano, estas diferencias en tamafos estdan también acompafiadas de diferencias en
composicion (o viceversa). Al considerar solamente las secuencias mapeadas a miRNAs se puede
observar el efecto en las poblaciones de microRNAs. La secuenciacion de la poblacién de miRNAs
de 21 nt fue favorecida en estas muestras respecto a la poblacién de miRNAs de 22 nt (Figura 11
A), y con ella, la secuenciacidon de miR-451a en estas muestras (Figura 13), dada la abundancia de
la isoforma de 21 nt de este miRNA en la circulacién.
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A. Figura 13. Secuencias de 21 nt que mapean a miRNAs.

Este efecto también se puede observar al hacer un analisis visual de las secuencias que mapean
a los distintos YRNAS, donde resulta claro que se favorece la secuenciacion de fragmentos de
YRNAs mas cortos en las muestras con bibliotecas mas pequeias (ver Figura 14). Este efecto
podria deberse a la menor cantidad de secuencias de YRNAs de 33 nt de las muestras N1 y R2
(Figura 11 B), que hace posible la secuenciacién de fragmentos de YRNAs menos abundantes.

Figura 14. Visualizacién de las secuencias alineadas a YRNAs.
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PC2: 15.8% variance

4. Busqueda de exRNAs con potencial de biomarcador de LES

El cuarto objetivo de este trabajo es la selecciéon de pequeinos RNAs que puedan servir como
biomarcadores de la enfermedad. Para determinar si las muestras de una misma condicién
presentan un comportamiento comun entre si, pero diferente al de las otras condiciones, se
realizd un analisis de componentes principales (Figura 15). Este analisis evidencid un
agrupamiento de las muestras correspondientes a las pacientes con lupus activo. Mientras que
las pacientes en remisidn no se diferencian de las controles sanas. Al repetir este analisis con las
50 secuencias mas abundantes en las muestras esta separacién se pierde, indicando que la misma
no es producto de miRNAs de alta expresion. Por otro lado, se comparé el efecto de incluir o no
YRNAs y tRNAs en las referencias, observandose una separacion mas clara al no considerar los
reads que mapean a estos biotipos. Al realizar un test Permanova al agrupamiento de las
secuencias obtenidas sin YRNAs y tRNAs se obtiene un R? (0.34654) que sugiere que una cantidad
considerable de la varianza (35%) es explicada por la variable Condicidn, sin embargo, el p-valor
obtenido de 0.113 indica que las diferencias observadas en el PCA entre las condiciones no son

estadisticamente significativas.
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Figura 15. Analisis de componentes principales. A) Considerando todas las secuencias asignadas.
B) Considerando todas las secuencias salvo las asignadas a tRNAs e YRNAs. C). Considerando solo
el top 50 de secuencias mas representadas en las muestras.

Para identificar a los RNAs que contribuyen al agrupamiento de las pacientes activas se realizé
un analisis de expresioén diferencial, excluyendo las secuencias mapeadas a tRNAs e YRNAs. No
se detectd ningln ncRNA diferencialmente expresado entre las pacientes sanas y pacientes en
remisién (Figura 16 C). Mientras que las pacientes en actividad si presentan genes con expresion
diferencial respecto a las pacientes sanas como a las pacientes en remision (Figura 16 Ay B,
respectivamente). En la Tabla A2 se muestran los RPM obtenidos para los transcritos con
expresion diferencial reportados.
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Figura 16. ncRNAs diferencialmente expresados entre las 3 condiciones. A) Pacientes activas

respecto controles sanas. B) Pacientes activas respecto pacientes en remision. C) Pacientes en

remision respecto controles sanas.
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La representacidn en un heatmap de los genes con expresion diferencial permite comparar la
expresion entre muestras y determinar si muestras de la misma condicién comparten la
tendencia de la expresidn de los genes con expresion diferencial, o si por el contrario se trata de
un artefacto introducido por las muestras problematicas. En la Figura 17 se puede observar que,
si bien las muestras N1y R2 se apartan levemente del comportamiento de su condicién, hay una
tendencia bastante clara entre grupos. En la Figura 17 se pueden diferenciar 2 grupos de genes,
aquellos cuya expresiéon aumenta en las pacientes con lupus activos y aquellos cuya expresion
disminuye en estas pacientes.
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Figura 17. Visualizacion de la expresion de los genes con expresion diferencial. La clusterizacidon
jerarquica de los genes se realizé en base a la distancia euclidiana. N: control; R: paciente con LES
en remisiodn; A: paciente con LES activo. RPM: reads por millén.

A partir del andlisis de las secuencias obtenidas para las 3 condiciones se determind que las
pacientes en remision presentan un perfil de microRNAs circulantes muy similar al de las
controles sanas en el sentido de que no se detectaron diferencias estadisticamente significativas.
En cambio, las pacientes que estan cursando un periodo de actividad de la enfermedad si
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presentaron un perfil de microRNAs distintivo, caracterizado por una sobrexpresion de miR-99b-
5p y una disminucion de miR-150-5p, miR-29a-3p y miR-30b-5p respecto a las controles sanas.
Mientras que al compararlas con las pacientes en remisién mostraron una sobrexpresion de miR-
382-5p, miR-409-3p, miR-221-3p, miR-543, miR-4446-3py let-7e-5p; y una subexpresion de miR-
miR-140-3p, miR-30b-5p, miR-363-3p, 374a-5p, 150-5p, miR-144-3p, miR-26b-5p, MmiR-106b-5p,
miR-3158-3p, miR-486-5p y miR-29a-3p.

En base a estos resultados, la detecciéon conjunta de la firma molecular compuesta por los
miRNAs cuya expresidn estd aumentada en las pacientes activas (Figura 18) podria ser de utilidad
para el seguimiento de la enfermedad, de ser validada en un mayor nimero de pacientes.
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Figura 18. Identificacidn de una firma molecular de miRNAs sobrexpresados en pacientes con LES
activo. La expresion en cada condiciéon normalizada respecto a la expresion promedio de todas
las condiciones.
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Discusion

Durante el desarrollo de esta tesis se lograron alcanzar los objetivos planteados mediante la
secuenciacién de pequeiios RNAs de muestras de 6 pacientes con LES y 3 controles sanas. Los
resultados obtenidos sirvieron para tener una primera aproximacién de los perfiles de miRNAs
asociados a la actividad de la enfermedad.

Los resultados obtenidos sugieren que las pacientes que se encuentran cursando un periodo de
actividad de la enfermedad presentan un perfil de miRNAs caracteristico que las diferencia de las
pacientes en remisién y controles sanas. A pesar de haber contado con un ndmero limitado de
muestras, las pacientes activas mostraron un agrupamiento bastante claro al realizar un analisis
de componentes principales (Figura 15 B). Al realizar una prueba permanova, se obtiene que el
agrupamiento de las pacientes activas no tiene significancia estadistica. Esto puede deberse a
varias razones. Primero, se cuenta solamente con 3 réplicas de cada condicidon. Esto limita la
sensibilidad del analisis para detectar diferencias sutiles entre las muestras. En segundo lugar, la
alta variabilidad intra-grupo puede estar afectando los resultados. Si bien las pacientes activas
parecen agruparse visualmente, la variabilidad dentro de cada grupo podria ser suficientemente
alta como para diluir la sefial de agrupamiento en el analisis estadistico. Esto significa que las
diferencias en los perfiles de miRNAs entre las pacientes activas, las pacientes en remision y las
controles sanas podrian no ser suficientemente pronunciadas para superar la dispersién natural
de los datos. Ademas, la falta de significancia estadistica podria también indicar la presencia de
variables no controladas (confounding variables) que influyen en los resultados pero que no
fueron consideradas en el disefio del experimento. Estos factores podrian estar introduciendo
variabilidad adicional, dificultando la identificacién de patrones claros de agrupamiento basados
exclusivamente en la condicién de la enfermedad. A pesar de que el agrupamiento no haya
mostrado significancia estadistica, no se descarta la existencia de diferencias que sean
biolégicamente relevantes entre los grupos. Los resultados observados proporcionan una base
para estudios futuros con un mayor numero de muestras y un disefio experimental que permita
minimizar la variabilidad entre las pacientes asi como la variabilidad experimental. A
continuacién se describen las fuentes de variabilidad que podrian estar influyendo en este
analisis y se discuten posibles estrategias para afrontarlas.

Las pacientes con LES presentan una inmensa heterogeneidad, esto ademads de ser un desafio
para el diagnéstico de la enfermedad, es un desafio para su estudio. Las pacientes reclutadas
para este trabajo presentaron distintos sintomas, periodos de actividad mas o menos graves, y
distintos perfiles de autoanticuerpos. La paciente en actividad A3 padece una enfermedad de
mayor gravedad ya que presenta una mayor cantidad de manifestaciones clinicas, incluyendo
manifestaciones renales. La nefritis lUpica es una de las consecuencias mads graves del LES, en la
gue los rifiones se encuentran comprometidos al ser dafiados por el sistema inmune, poniendo
en riesgo la vida de las pacientes. Existen muchos trabajos que han estudiado la expresién de
miRNAs particularmente en el contexto de la nefritis lUpica, asociando multiples miRNAs a esta
condicién 7. Otros esfuerzos para homogeneizar la poblacidon en estudio se han realizado
separando a las pacientes en distintos grupos segun sus perfiles de autoanticuerpos. Los
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autoanticuerpos presentes en los pacientes con LES se pueden clasificar en dos grupos principales
segun estén dirigidos a DNA doble cadena (anti-dsDNA) o a antigenos asociados a RNA (también
conocidos como anti-ENA). Hay trabajos que sugieren que los mecanismos inmunorreguladores
gue conducen a los distintos perfiles de autoanticuerpos son diferentes, pero que la
identificacion de distintos eventos especificos de la enfermedad a menudo se pasa por alto
debido a la gran heterogeneidad de los repertorios de autoanticuerpos de los pacientes. Al
clasificar a los pacientes segln sus autoanticuerpos, se observdé que la presencia de
autoanticuerpos anti-ENA y anti-dsDNA se asocié a cambios en los niveles de expresion de
receptores de acidos nucleicos del sistema inmune. La presencia de autoanticuerpos anti-ENA se
vio asociada a niveles elevados de TLR7 (sensor de RNA) mientras que la presencia de anticuerpos
anti-dsDNA se asocid con niveles elevados de TLR9 (sensor de DNA) 2. Ademas, los distintos
perfiles de autoanticuerpos se han asociado a cambios en los niveles de distintos miRNAs 73 y
mRNAs 74, Este tipo de estrategias para identificar subgrupos de pacientes con caracteristicas
comunes puede resultar util para abordar la complejidad de la enfermedad, identificando perfiles
de miRNAs asociados a procesos patologicos especificos. Para ello, sera necesario reclutar nuevas
pacientes y repetir el andlisis, evaluando los agrupamientos y perfiles de miRNAs de subgrupos
de pacientes que compartan caracteristicas comunes.

Ademads de heterogeneidad de las pacientes, hay otros factores capaces de introducir variabilidad
en los datos durante la extraccién y preparacion de las muestras. Las pacientes con lupus activo
fueron reclutadas a medida que llegaban a la Policlinica de Enfermedades Autoinmunes del
Hospital Maciel. Esto implicéd que las muestras de plasma estuvieran almacenadas a -80 °C por
periodos de tiempo diferentes, con una diferencia de 11 meses entre la llegada de la muestra de
la primer paciente activa a la ultima. Otro factor importante es el grado de hemdlisis de las
muestras, que en este trabajo no fue determinado. La hemédlisis conlleva a la liberacion del
contenido de los glébulos rojos, incluyendo sus miRNAs. Muestras con distintos grados de
hemdlisis presentaran niveles distintos en los miRNAs mas expresados por los glébulos rojos, y
en RNA-Seq, cuando un transcrito aumenta, significa que va a haber otros que disminuyen. Por
este motivo la hemdlisis es capaz de influir de forma no despreciable en los resultados al alterar
las concentraciones de miRNAs. Para considerar esta variable, al momento de incluir nuevas
pacientes a este estudio se plantea evaluar el grado de hemodlisis de las muestras mediante la
determinacién de hemoglobina en las preparaciones de plasma. Finalmente, las diferencias en
los tamafios de las bibliotecas N1y R2 también es una fuente de variabilidad adicional que podria
estar jugando en contra del agrupamiento de las pacientes activas. Sera fundamental no incluir
en futuros analisis bibliotecas que presenten este problema.

El andlisis de los tamafios de las poblaciones de pequefios ncRNAs es importante, ya que distintos
ncRNAs o sus fragmentos se caracterizan por su tamafio. Este andlisis, permitid la identificacion
de diferencias en los tamafios de las bibliotecas N1 y R2, con una mayor representacion
fragmentos de 21 nt respecto al resto de las muestras. Al observar los resultados de la
composicion por biotipo (Figura 6) una posible interpretacién podria haber sido que la muestra
de la paciente en remisiéon R2 presentaba una disminucion de YRNAs en su circulacién por
motivos bioldgicos, caracterizada por una menor expresiéon del RNY4 y una mayor expresion del
resto de los YRNAs. Sin embargo, si bien no podemos afirmarlo, pensamos que estamos frente a
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un sesgo técnico, y que los fragmentos de alrededor de 33 nt fueron excluidos por motivos
técnicos durante la preparacion de estas muestras. Las lecturas de RNA-seq se dividen
proporcionalmente en funcién de la abundancia de cada transcrito. Por lo tanto, los RNAs poco
abundantes compiten con especies de RNAs muy abundantes. Por lo que una posibilidad es que
lo observado se deba a la exclusién de los ncRNAs mds abundantes en las muestras de plasma
qgue son los fragmentos 5’ del RNY4 de 33 nt. Por lo tanto, para las muestras N1y R2 se obtuvieron
una mayor cantidad de secuencias de especies de menor tamafio que para el resto de las
muestras. Los motivos por los cuales las bibliotecas N1 y R2 se componen de fragmentos mas
pequefios pueden ser varios, y no es posible determinar exactamente qué fue lo que ocurrid.
Desde el momento de la toma de muestra hasta su procesamiento se piensa que puede ser el
momento mas critico. También la preparacién de bibliotecas ocurre en multiples pasos y en cada
uno de estos pasos pueden introducirse distintos sesgos. Durante la preparacion de estas
muestras los fragmentos de alrededor de 30 nt pueden haber estado expuestos a una mayor
fragmentacion o degradacion, también podrian haber tenido problemas durante Ia
retrotranscipcion o incluso haber sido excluidos por error durante la seleccidn de los tamafios de
las bibliotecas al momento de cortar el gel. Este resultado reafirma la importancia del control de
los tamafios de las bibliotecas de pequefios RNAs, ya que los tamafos de estos y de sus
fragmentos derivados determinan qué RNAs seran secuenciadas.

Mediante un andlisis de expresién diferencial se identificd un conjunto de miRNAs cuya expresién
se encuentra alterada en las pacientes que estan cursando un periodo de actividad (Figura 16).
Este perfil estd caracterizado por una sobrexpresion de miR-99b-5p y una disminucién de miR-
150-5p, miR-29a-3p y miR-30b-5p respecto a las controles sanas. Mientras que al compararlas
con las pacientes en remisién mostraron una sobrexpresion de miR-382-5p, miR-409-3p, miR-
221-3p, miR-543, miR-4446-3py let-7e-5p; y una subexpresion de miR-miR-140-3p, miR-30b-5p,
miR-363-3p, 374a-5p, 150-5p, miR-144-3p, miR-26b-5p, miR-106b-5p, miR-3158-3p, miR-486-5p
y miR-29a-3p.

Los niveles de expresidn de los transcritos diferencialmente expresados son relativamente bajos
para algunos miRNAs (Tabla A2). En pos de mejorar la reproducibilidad y el rigor en la
investigacion de microRNAs, se recomienda que se respeten niveles basales de expresién,
considerando y reportando un umbral minimo. Para la secuenciacion de microRNAs, una regla
general es que deben tener valores superiores a 100 RPM 7°. Para varios de los miRNAs
reportados en esta tesis, esto no se cumple y por lo tanto hay un riesgo, que es el de estar
describiendo algo que simplemente es ruido como un resultado. La gran mayoria de las
secuencias obtenidas (alrededor del 70 %) corresponden al RNY4 (Figura 7), y estas resultaron no
informativas para este analisis. Por este motivo, se plantea que los miRNAs con bajo recuento de
secuencias deben ser considerados como un resultado preliminar, a confirmar mediante la
generacion de nuevas bibliotecas que no contengan YRNAs, que permitan un secuenciado mas
profundo de las especies de interés.

A la hora de reflexionar sobre los perfiles de miRNAs obtenidos, es fundamental tener presente

gue se estd trabajando con una muestra que es extracelular, y esto significa que no se conoce
qué células son las que expresaron a los RNAs que fueron secuenciados. Ademas, en el caso del
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plasma, se trata de un biofluido circulante al cual distintos tipos celulares tienen acceso. Un
aumento en la expresion de un miRNA podria significar que hay un tipo celular, o varios, en los
gue este miRNA se esta expresando mas, pero también podria significar que hay un aumento del
o los tipos celulares que lo expresan. De forma que los cambios en los perfiles de miRNAs podrian
deberse a distintos motivos, habiendo mas motivos posibles por tipo celular en el que se exprese
dicho miRNA. Por esto, se plantea que a la hora de determinar el potencial de un miRNA como
biomarcador del LES es importante considerar qué tipos celulares son lo que lo expresan, ya que
probablemente sean mejores candidatos aquellos miRNAs que son expresados por tipos
celulares especificos, particularmente por células del sistema inmune, ya que de esta forma el
mMiRNA en cuestion podria relacionarse con un proceso patolégico puntual, teniendo asi un mayor
sustento. La expresion no ubicua como requerimiento para que un miRNA sea un buen
biomarcador de una enfermedad dada ha sido planteada por otros trabajos 3>7¢ , y se relaciona
muy estrechamente con la especificidad del biomarcador. Utilizando el Genome Browser de la
Universidad de California, Santa Clara (UCSC) con el track de microRNAome celulares humanos,
es posible acceder a los niveles de expresion de miRNAs en 78 tipos de células primarias.
Mediante este recurso, se observé que los microRNAs miR-99b-5p, miR382-5p, miR-409-3p, miR-
221-3p, miR-543, let-7e-5p, miR-26b-5p, mMiR-3158-3p y miR-29a-3p son expresados por
multiples tipos celulares (Figuras A1 — A9), lo que podria poner en duda su potencial como
biomarcadores especificos del LES. Sin embargo, se podria plantear que, si bien no se trata de
miRNAs especificos de tipos celulares relevantes para la enfermedad, estos miRNAS podrian
formar parte, en conjunto, de un perfil de miRNAs asociados al LES. Este enfoque probablemente
aporta mas poder al estudio que la identificacion de un solo miRNA. Cambios en la expresion
similares a los observados en este trabajo han sido identificados en el contexto de otras
patologias para estos miRNAs, lo que llevé a que sean propuestos como biomarcadores de otras
enfermedades. Por ejemplo, un aumento en la expresion en de miR-99b en conjunto con miR-
409 en exosomas derivados de plasma fue asociado con el desarrollo de cancer colorrectal, y por
lo tanto estos miRNAs fueron propuestos como potenciales biomarcadores para el diagndstico
temprano de este tipo de cancer ”’. En el caso del miR-221, este miRNA fue propuesto como un
biomarcador de melanoma, dado su aumento en la expresidn en pacientes que lo padecen 78, El
miR-221 también fue propuesto como un biomarcador de la enfermedad de Parkinson dado su
aumento en plasma de pacientes respecto a controles 7° . Estos son algunos ejemplos muestran
gue la expresion ubicua de los miRNAs se asocia a una menor especificidad diagndstica. De todas
formas, si al aumentar el nimero de pacientes este perfil se mantiene, podrian contribuir al
diagndstico y seguimiento de la enfermedad. Sobre todo, pensando pacientes ya diagnosticadas,
donde la especificidad del diagndstico ya deja de ser un problema.

Dentro del perfil de miRNAs asociados a la actividad del LES, hay algunos miRNAs que tienen una
expresion mas limitada, y se expresan en un tipo celular o conjunto de células puntuales. Estos
son miR-4446, miR-144, miR-106b y miR-150. El miR-4446 se expresa en plaquetas (Figura A10).
Una mayor expresion de miR-4446 en pacientes activas resulta llamativa, ya que la actividad de
la enfermedad suele asociarse a un menor recuento de plaquetas, conocido como plaquetopenia
o trombocitopenia 8. Este resultado parece ser contraintuitivo en el sentido de que, si los
periodos de actividad del LES se asocian a un menor recuento de plaquetas, se esperaria que miR-
4446 disminuya en lugar de aumentar en estas pacientes. Lo que sucede es que, a veces, si bien
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una paciente puede considerarse en remision clinica, puede mantener algunas caracteristicas
mas asociadas a la actividad de la enfermedad. Al observar las manifestaciones clinicas, se puede
ver que todas las pacientes en remisién presentan manifestaciones hematoldgicas, mientras que
las pacientes activas no las presentan (Tabla 1). Dentro de las manifestaciones hematoldgicas, se
considera el recuento de plaquetas, y en este caso las pacientes en remision mostraron en
general un recuento de plaguetas menor que las pacientes activas. De forma que la expresién de
miR-4446 mantiene una mayor relacion con el fenotipo hematoldgico de las pacientes que con
la actividad de la enfermedad. Si bien lo esperado seria que la plaguetopenia se asocie a la
actividad de la enfermedad, la heterogeneidad del LES se vuelve a ver reflejada, y en este caso
particular, con un nimero limitado de muestras, pasa lo contrario. En este trabajo las pacientes
con diagndstico de LES fueron divididas segln estén cursando o no un periodo de actividad. La
idea detras de este disefio es poder identificar miRNAs que puedan facilitar el diagndstico inicial
de la enfermedad, al comparar a las pacientes activas respecto a las controles sanas, pero
también poder realizar un seguimiento de la evolucidn de la enfermedad en periodos de actividad
y remisién de pacientes que ya han sido diagnosticadas. Al comparar las pacientes en actividad
respecto a las controles sanas las diferencias observadas es esperable que estén dadas por la
actividad de la enfermedad. Sin embargo, al comparar las pacientes en actividad con las pacientes
en remisidon hay una mayor complejidad, ya que las diferencias pueden deberse a ambas
condiciones, y miR-4446 es un ejemplo de esto. Los cambios observados para el miR-4446, se
corresponden con una disminucién de este miRNA en pacientes en remisién, debido a un menor
recuento de plaquetas, y no mantiene una relacién clara con la actividad clinica de la enfermedad
para estas pacientes.

El miR-144 es expresado por glébulos rojos (Figura A11) y se encuentra disminuido en pacientes
activas frente a controles sanas y pacientes en remision. Se ha propuesto que miRNAs expresados
por glébulos rojos no serian adecuados como biomarcadores de cdncer, ya que podrian reflejar
fendmenos basados en células sanguineas en lugar de relacionarse con un tipo especifico de
cancer 8. El mismo razonamiento podria aplicarse al caso del LES, si bien podria plantearse que
alguna de las alteraciones de los glébulos rojos podria tener que ver con la patologia, habria que
ser cuidadosos con la interpretacién de este resultado, y poder confirmar que se debe a una
caracteristica de los gldbulos rojos de las pacientes, descartando la influencia de sesgos técnicos,
probablemente asociados a la hemdlisis, de este resultado.

El miR-106b, es expresado mayormente por linfocitos B CD77 (Figura A12). La molécula CD77
define una via de maduracion de linfocitos B, especifica para el centro germinal, y lo expresan
linfocitos que estan experimentando apoptosis®?. Este miRNA se encuentra disminuido en las
pacientes activas y podria relacionarse con una menor cantidad de células en apoptosis en el
centro germinal. El centro germinal es una estructura de los érganos linfoides secundarios, donde
operan los mecanismos de tolerancia periféricos. Ademas, resulta interesante que este miRNA
también fue descrito subexpresado respecto a controles en muestras de pacientes con Sindrome
de Sjogren #. En pacientes con LES fue reportada una disminucién del miR-106a respecto a
pacientes control3*. Este miRNA, pertenece a la misma familia que el miR-106b, estadn
evolutivamente relacionados, pero presentan diferencias en su secuencia. Sin embargo,
mantienen la misma secuencia semilla (AAAGUGC), lo que indica que podrian compartir sus
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MRNAs blanco. La prediccion de los mRNA bancos de miR-106b-5p tiene como resultado cientos
de posibilidades. Este miRNA resulta interesante como candidato a ser un biomarcador de EA, y
resulta interesante confirmar este resultado mediante la inclusién de nuevas pacientes a este
estudio.

Finalmente, el miR-150 es expresado por células linfoides (Figura A13), y esto resulta interesante
en el contexto de una enfermedad autoinmune. Este miRNA ha sido asociado con diversos
procesos patoldgicos que involucran linfocitos B 4. La expresiéon de miR-150 estd implicada en la
tolerancia del sistema inmune. Uno de los mecanismos de tolerancia es la apoptosis inducida por
BCR de las células B inmaduras autorreactivas. Una menor expresién de miR150 en estas células
debilita la sefalizacién a través del BCR previniendo la apoptosis de células B autorreactivas, v,
por lo tanto, promueve el crecimiento de células B autorreactivas, promoviendo el desarrollo de
enfermedades asociadas a linfocitos B, entre ellas, enfermedades autoinmunes . Siguiendo este
razonamiento, linfocitos B autorreactivos con una menor expresién de miR-150 tendrian mas
chances de escapar los mecanismos de tolerancia del sistema inmune, y eventualmente en
contextos que asi lo favorezcan, conducir a la produccion de autoanticuerpos. Uno de los mRNA
blancos estudiados es el del factor de transcripciéon c-Myb, a través del cual se propone que miR-
150 controla la diferenciacién de linfocitos B, influyendo sobre la respuesta humoral. La
deficiencia de miR-150 conduce a la expansién de las células B y a una respuesta humoral
aumentada . El miR-150 por lo tanto parece un miRNA interesante a la hora de pensar en un
biomarcador del LES. En este trabajo, la expresion de miR-150 fue encontrada disminuida en
pacientes activas tanto al comparar con controles sanas como con pacientes en remision, de
forma que es un buen candidato a biomarcador de la actividad del LES. Serd importante confirmar
este resultado mediante la inclusidn de nuevas pacientes a este estudio.

Las especies de RNAs muy abundantes pueden dominar la biblioteca de secuenciacion,
obstaculizando la deteccidén de transcritos menos abundantes. La abundancia del RNY4 en el
plasma puede compararse a lo que ocurre con el rRNA en el interior de las células. El rRNA
representa alrededor del 80% del RNA celular, al tiempo que resulta poco informativo para los
estudios transcriptémicos que pretenden evaluar la expresién de mRNAs, y por lo tanto el rRNA
suele ser depletado para ese tipo de experimentos. Los YRNAs se fragmentan en células en
apoptosis, y estos fragmentos se encuentran en multiples biofluidos, siendo los mas abundantes
los fragmentos 5’ de 30-33 nt. En las bibliotecas generadas en este trabajo los fragmentos del
RNY4 llegaron a representar alrededor del 70 % de las lecturas obtenidas para distintas muestras.
Estas grandes cantidades de secuencias del RNY4 impactan negativamente en la complejidad de
la biblioteca, haciendo que se requiera una secuenciacién mas profunda para poder secuenciar
otras especies de RNA menos abundantes. Las secuencias del RNY4 no fueron consideradas a la
hora de realizar la busqueda de posibles biomarcadores, de forma que el RNA mds secuenciado
resultd ser no informativo para este trabajo. Para atender este problema, existen métodos que
permiten excluir a los YRNAs de las bibliotecas 8’ y se plantea utilizarlos a futuro al momento de
ampliar el nimero de pacientes.

Existen numerosas investigaciones sobre microRNAs en el contexto del LES. Al realizar una
busqueda en PubMed con las palabras “miRNA biomarker SLE” se obtienen un total de 185
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publicaciones, siendo el primer trabajo que propone miRNAs como biomarcadores del LES
publicado en 2007 #. A pesar de las numerosas publicaciones en el tema, en ocasiones la
literatura puede ser un poco confusa debido a reportes de resultados contradictorios y la falta
de acuerdo en el tipo de muestra a estudiar. Para el estudio de exRNAs, se conoce que el
protocolo de preparacién del plasma es una fuente importante de variacién, ya que la
composiciéon de las especies del exRNAs varia con la abundancia de las plaquetas3. Otra
consideracion importante es la eleccion del tubo de extraccion de sangre. Estos tubos tienen un
anticoagulante que previene la coagulacién de la sangre luego de la extraccién. La eleccidn del
anticoagulante (EDTA o citrato) e incluso el fabricante influye en los resultados de los
componentes del plasma 8. Otras variables como el tiempo hasta la congelacion y la temperatura
de almacenamiento también podrian influir en los resultados °°. Por otro lado, estan las
diferencias en las técnicas utilizadas para estudiar la expresién de los miRNAs. Incluso habiendo
tratado a las muestras de la misma manera, los resultados obtenidos por microarrays y RNA-seq
pueden ser distintos, sobre todos para miRNAs de baja expresidn. Estas diferencias, dificultan las
comparaciones justas entre los resultados de los distintos trabajos, y por lo tanto se plantea que
se debe tener cuidado al hacer este tipo de comparaciones. En su reciente revisién Choi et al.
reportan alrededor de 90 miRNAs que han sido reportado alterados en el LES por distintos
trabajos. De forma que las chances de que los resultados de un trabajo y otro coincidan,
simplemente por azar, no son demasiado despreciables. Para avanzar en el estudio de miRNAs
en LES seria altamente beneficioso establecer protocolos estandarizados que aseguren
condiciones uniformes para el procesamiento de muestras, asi como informar el umbral minimo
establecido para la deteccidn de un transcrito, evitando reportes que podrian ser en realidad
“ruido”.

Por otro lado, no basta con identificar perfiles de miRNAs con expresion diferencial en pacientes,
sino que el conocimiento en este tema podria enriquecerse considerablemente mediante la
incorporacién de criterios adicionales. Estos criterios ayudarian a refinar y validar las largas listas
de miRNAs candidatos a biomarcadores del LES, facilitando la identificacién de aquellos con
mayor potencial clinico y relevancia diagndstica. Gran parte de la literatura en el tema se ha
limitado a identificar y reportar miRNAs expresados diferencialmente en distintas muestras de
pacientes respecto a controles sanos. De forma que hay decenas de miRNAs cuya expresién se
reportd aumentada o disminuida en las pacientes, pero sin embargo para la mayoria de ellos no
hay evidencia directa sobre su rol en LES, las vias sobre las qué podrian estar actuando, e incluso
muchas veces no se conoce cuales son sus mMRNAs blanco. Los mRNA blanco suelen predecirse
mediante estrategias bioinformaticas y en base a estas predicciones se infieren las vias sobre las
gue podrian estar actuando. Los miRNAs pueden tener muchos mRNAs blanco, y dependera del
contexto celular la funciéon que puedan ejercer. Ademds, dado que la prediccién de los blancos
se realiza en base a las regiones de semilla o seed cortas (de 6-8 nt) pueden predecirse muchos
blancos simplemente por azar, identificando vias reguladas por un microRNAs en silico,
potencialmente sin sentido bioldgico. Por otro lado, la regulacidn de la expresién génica mediada
por miRNAs también depende los niveles de mRNA blanco, y de la interaccidon de un complejo de
silenciamiento activo con el mismo’>. Este tipo de estrategias si bien puede resultar Gtil para
luego ir a probar las hipétesis, por si sola no confirma el rol del miRNA en la patogénesis.
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Actualmente, no hay estudios en fase clinica con resultados disponibles que evallen el uso de un
mMiRNA como biomarcador de LES. Una busqueda en ClinicalTrials.gov reveld un Unico estudio
clinico titulado “Circulating MicroRNAs in Understanding Pathogenesis of Systemic Lupus
Erythematosis” (ClinicalTrials.gov ID: NCT02756546). Este estudio, iniciado en 2014, tiene como
objetivo identificar firmas de expresidn de miR-181a, miR-196a y miR-21 en el plasma de
pacientes con LES, evaluando diferencias en su expresiéon entre grupos con diferentes
puntuaciones SLEDAI. Hasta la fecha, no se han publicado en el sitio resultados. Los 3 miRNAs
evaluados en este estudio se expresan practicamente en todas las células ® y particularmente
miR-21 ha sido sugerido como un biomarcador de casi 30 enfermedades distintas 3°, entonces si
bien probablemente estdn siendo evaluados en base a reportes previos que los encontraron
alterados, hay elementos para sospechar que parecerian no ser los mejores candidatos. A pesar
del gran volumen de trabajos publicados sobre miRNAs como biomarcadores en LES, ninguno de
los miRNAs propuestos ha superado el cuello de botella que representa la validacion clinica. Esto
subraya la necesidad de mas investigaciones y estudios clinicos, pero sobre todo la necesidad de
una mayor rigurosidad a la hora de proponer un miRNA como prometedor biomarcador del LES.
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Conclusiones

Durante el desarrollo de esta tesis se establecid una colaboracién con la Policlinica de
Enfermedades Autoinmunes del Hospital Maciel, que permitié la obtencién de muestras de 3
pacientes con LES activo, 3 pacientes con LES en remisidon y 3 controles sanas. A partir de estas
muestras se logré generar bibliotecas que fueron secuenciadas en la plataforma MiSeq
disponible en el IPMon. El andlisis de los datos obtenidos mostré que, a pesar de tratarse de un
grupo diverso, las pacientes con LES en actividad comparten algunas caracteristicas en cuanto a
la composicion de miRNAs en plasma. Estos resultados sugieren la existencia de un perfil de
miRNAs asociados a la actividad del LES, y sientan las bases de una linea de trabajo a ser
profundizada con la finalidad de confirmar estos resultados en un mayor nimero de pacientes,
asi como evaluar el potencial de estos miRNAs como biomarcadores de diagndstico de la
enfermedad y seguimiento de su evolucion. Para ello, se propone adoptar un pensamiento
critico, estableciendo criterios que permitan evaluar el potencial de los miRNAs como
biomarcadores del LES, considerando qué tan informativos pueden llegar ser en el contexto de
la enfermedad. En este sentido se plantea que los miRNAs de expresidn ubicua no son los mejores
candidatos para brindar especificidad al diagndstico, asi como tampoco lo son, a priori, los
miRNAs expresados por glébulos rojos o plaquetas. Sin embargo, no se descarta que estos
puedan contribuir a la anticipaciéon de periodos de actividad en pacientes ya diagnosticadas al ser
evaluados en conjunto como firma molecular. Por otro lado, resultan interesantes aquellos
miRNAs expresados por tipos celulares involucrados en la patologia y que por lo tanto tengan
una mayor especificidad. En este sentido se plantea como un resultado interesante la
disminucién de miR-150 y miR-106b en el plasma de las pacientes cursando un periodo de
actividad y se propone confirmar este resultado mediante un aumento en la profundidad de
secuenciacién de miRNAs por sobre otras especies no informativas. Se trata de dos miRNAs
especificos de linfocitos, y sus fluctuaciones han sido asociadas a procesos relevantes para la
patologia del LES. Finalmente, se plantea la importancia de mejorar la reproducibilidad y el rigor
en la investigaciéon de microRNAs en LES. En base al trabajo realizado se identificaron distintos
aspectos técnicos a ajustar en pos de mejorar la reproducibilidad de los resultados en siguientes
etapas de este estudio.
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Perspectivas

Los resultados de esta tesis constituyen un punto de partida para futuros ensayos en los que se
buscara continuar explorando el potencial de miRNAs como biomarcadores en biopsias liquidas
minimamente invasivas. Actualmente, el Laboratorio de Gendmica Funcional se encuentra
llevando a cabo el proyecto “Identificacion y caracterizacion de pequefios RNAs
inmunoreguladores como nuevas vias patogénicas y fuentes de biomarcadores en Lupus
Eritematoso Sistémico”. Este proyecto contempla entre sus objetivos darle continuidad al estudio
miRNAs en plasma de pacientes con LES activo. En marco de este proyecto, se plantea entonces
reclutar un mayor numero de pacientes, y continuar obteniendo datos de secuenciacién masiva.
Contar con una mayor cantidad de réplicas sumard poder estadistico a los resultados, y ademas
permitira abordar la heterogeneidad de la enfermedad al poder formar distintos subgrupos de
pacientes que compartan manifestaciones y perfiles de autoanticuerpos similares. Ademas,
resultara interesante poder realizar un seguimiento de la evolucidn de las pacientes, accediendo
a muestras de las mismas pacientes a medida que sean atendidas en la Policlinica por Ia
reapariciéon de sintomas y manifestaciones. Para llevar a cabo esto, se ajustaran los protocolos
utilizados en esta tesis, incluyendo la determinacion del grado de hemdlisis de las muestras, la
deplecién de YRNAs, y un control riguroso del tamafio de las bibliotecas generadas. La hemdlisis
es un efecto preanalitico evitable en la mayoria de los casos. Su aparicion se debe a la técnica de
extraccién empleada y a las condiciones de transporte y preparacién de las muestras. Conocer el
grado de hemodlisis de las muestras permitira determinar la calidad de las mismas y en base a
esto decidir si pueden ser o no incluidas en el estudio. Esto permitira tener una counfounding
variable menos, evitando las fluctuaciones en los recuentos producto de la liberacion de miRNAs
abundantes de glébulos rojos. Por otro lado, excluir a los YRNAs de las bibliotecas permitird un
secuenciado mas profundo de las especies de interés. Finalmente, otra leccién aprendida de este
trabajo es la importancia de determinar los tamafios de las bibliotecas. De forma que se planeta
continuar realizando un andlisis de los tamafios de las especies secuenciadas, y excluyendo del
analisis a todas las bibliotecas que presenten sesgos de este tipo.
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Anexo
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Figura Al. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%. Se indican con lineas punteadas las
bandas incluidas en la biblioteca de cada muestra.

Tabla Al. Concentracién nM de las bibliotecas medida por fluorimetria y tamano promedio
obtenido en el analizador de fragmentos.

Muestra Tamaiio promedio (pb) Concentracién (nM)

N1 152 7
N2 166 24
N3 162 23
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R1 164 17
R2 155 8

R3 160 25
A2 165 19
A3 158 10
A4 157 20

Tabla A2. Expresion de los transcritos con expresién diferencial, valores en RPM.

N1 N2 N3 R1 R2 R3 A2 A3 A4
miR-99b-5p 191 21 77 172 73 23 274 554 765
miR-382-5p 28 3 26 15 5 5 31 38 20
miR-409-3p 93 13 132 34 2 31 230 154 87
miR-221-3p 107 45 175 113 114 62 372 268 167
miR-543 54 3 15 11 3 4 85 90 34
miR-4446-3p 35 5 29 33 12 9 82 79 36
let-7e-5p 63 46 84 64 120 45 610 399 212
miR-29a-3p 75 5 38 71 107 16 8 10 12
miR-15b-5p 26 5 16 93 96 16 6 9 6
miR-374a-5p 57 2 5 12 79 5 4 4 3
miR-30b-5p 17 11 7 26 54 10 3 4 3
miR-26b-5p 1482 146 429 1329 2512 229 257 187 201
miR-363-3p 1050 53 135 1423 4470 137 167 53 129
miR-3158-3p 475 7 48 216 1327 33 23 9 27
miR-140-3p 271 10 68 461 822 77 41 25 47
miR-486-5p 24193 1295 4546 9140 67766 1496 2704 615 2641
miR-150-5p 62 37 122 285 82 22 3 5 21
miR-106b-5p 60 7 41 174 263 12 12 4 19
miR-144-3p 316 19 63 591 2239 36 25 2 22
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Figura Al. Expresion de miR-99b-5p en 78 tipos de células. Imagen tomada del UCSC Genome

Browser.
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Imagen tomada del UCSC Genome Browser.
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Figura A3. Expresion de miR-409-3p en 78 tipos de células, expresados en valores de RPM.

Imagen tomada del UCSC Genome Browser.
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Figura A4. Expresion de miR-221-3p en 78 tipos de células, expresados en valores de RPM.

Imagen tomada del UCSC Genome Browser.
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Figura A5. Expresion de miR-543-3p en 78 tipos de células, expresados en valores de RPM.
Imagen tomada del UCSC Genome Browser.



hsa-let-7e-5p (hsa-let-7e-5p)

Astrocyte 4
Schwann cell 1
Meningeal cell 2
Cortical neuron 1
Dopaminergic neuron 1
H9 differentiated forebrain 4
H39 differentiated mesenchymal 4
H9 differentiated midbrain 4
iPSC neuron 9
Neural stem 4
Embryonic stem 6
IPSC cardiomyocyte 1
CD4 derived endothelial progen 3
Mesenchymal stem cell 6
Multipotent stem cell H
Endothelial 2
Placental epithelial 2
Tracheal epithelial 2
Bronchial epithelial 4
Small airway epithelial 1
Alveclar epithelial 6
Esophageal epithelial 2
Colonic epithelial 2
Islet alpha 1
Islet beta 4
Keratinocyte epithelial 6
Mammary epithelial 4
Renal epithelial 5
Corneal epithelial 1 |
Ciliary epithelial 1
Biliosphere 8
Hepatocyte 3
Prostate epithelial 2
Urothelial 2
Retinal pigment epithelial 5
Corona radiata 1
Cumulus cophorus 1
Mesothelial 2
Melanocyte 5
Sebocyte 3
Sertoli cell 2
Muscle satellite cells H
Myoblast 6
Myotube B
Chondrocyte 7
Osteoblast 7
Stellate 2
Trabecular meshwork 1
Pericytes 2
Dermal papilla cell 3
Fibroblast E]
Smooth muscle El
Valve interstitial 6
Mesangial | 3
Synoviocyte 3
Adipocyte | &
Preadipocyte " [
Dendritic E | B
Macrophage 8 ] o
Monocyte ar
Mast cell 3
Neutrophil 6
Platelet 9
B lymphocyte CD7Y 4
B lymphocyte CD19 E]
B lymphocyte centroblast 1
B lymphocyte centrocyte 1
B lymphocyte memory 1
B lymphocyte naive 1
B lymphocyte pre-germinal center 1
Plasma cell 1
T lymphocyte CD3 1 |
T lymphocyte CD4 Bl 1
T lymphecyte CD8 = ¢
Natural Killer Cells CD56 & 3
Red blood cell | 11 ]
Amniotic membrane cell 1 |
Chorionic membrane cell 1 |

0 10000 20000 30000

Figura A6. Expresion de let-7e-5p en 78 tipos de células, expresados en valores de RPM. Imagen
tomada del UCSC Genome Browser.
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Figura A7. Expresion de miR-26b-5p en 78 tipos de células, expresados en valores de RPM.

Imagen tomada del UCSC Genome Browser.
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hsa-miR-3158-1-3p (hsa-miR-3158-3p)
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67



hsa-miR-29a-3p (hsa-miR-29a-3p)
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hsa-miR-150-5p (hsa-miR-150-5p)
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