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RESUMEN

La interleucina 17A (IL-17A) es una citocina proinflamatoria cuya funcion principal es
la induccion de otras citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNFa), la
Interleucina 6 (IL-6), y la interleucina 1B, las cuales participan en procesos
inflamatorios y en la aparicion de autoinmunidad. Recientes estudios han identificado
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en la zona promotora del gen IL-17 que
contribuyen a la aparicion de enfermedades autoinmunes (EA) como la artritis
reumatoide (AR) y el lupus eritematoso sistémico (LES) entre otras. Dada la
importancia de esta citocina, el objetivo de este estudio fue definir si los SNP -737T/C
(rs8193036), -444A/G (rs3819024), -197G/A (rs2275913), y -121G/A (rs8193037) del
gen de IL-17A confieren riesgo para AR, LES o nefritis lupica en una muestra de
pacientes mexicanos. Se incluyeron 1,367 sujetos: 501 con AR, 367 con LES y 499
controles. Los SNP de IL-17A se determinaron utilizando un ensayo de discriminacion
alélica mediante sondas TagMan y se analizaron bajo los modelos de herencia
codominante, dominante y recesivo. Los resultados mostraron que los SNP -737T/C, -
444A/G, 197G/A y -121G/A no son factores de riesgo para AR ni para LES en forma
individual. Sin embargo, el haplotipo TAGA mostr6 una asociacion con susceptibilidad
para LES (OR 2.43, p = 0.004) pero no para AR. Este es el primer estudio que muestra

la asociacion de IL-17A con LES.



INTRODUCCION.

Sistema Inmunoldégico

El sistema inmunoldgico (SI) involucra a un conjunto de células, tejidos, érganos, etc.,
los cuales trabajan juntos para mantener la homeostasis o equilibrio interno frente
agresiones externas, ya sea de naturaleza biolégica (agentes patdgenos), fisico-
guimicas (contaminantes, radiaciones, etc.), o internas (células cancerosas, restos
apoptoticos, etc). El SI se encuentra compuesto por diversos tipos de células
localizadas en distintos fluidos, tejidos, érganos, incluyendo la piel, timo, médula ésea,
sistema linfatico, bazo, asi como en mucosas (Beutler B 2004). En la médula ésea se
generan los neutréfilos, eosindfilos, baséfilos, mastocitos, monocitos, células
dendriticas (CD), y macroéfagos, los cuales se movilizan a través de la sangre y el
sistema linfatico hacia los distintos 6rganos (Lozano Soto 2012). Cuando se habla del

Sl, se habla de proteccion contra agentes infecciosos externos o antigenos propios,


https://es.wikipedia.org/wiki/Homeostasis
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https://es.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago

por lo que una de las funciones mas importantes de la inmunidad es la

iInmunovigilancia.

Inmunovigilancia

Este evento implica no sélo la proteccion contra agentes externos de dafio y
enfermedad -los cuales incluyen los biolégicos; bacterias, virus, hongos y parasitos o
quimicos-fisicos; mercurio, hidrocarburos, luz ultravioleta, radiacién y otros-, sino
también la proteccion contra agentes propios debido a procesos de envejecimiento,
apoptosis o trasformacién por procesos neoplasicos. Esto implica la existencia de un
mecanismo complejo de presentacion y reconocimiento de antigenos, asi como de un
sistema de control y regulacién que permite discriminar y aceptar lo “propio” y al mismo
tiempo reconocer y atacar lo “extrafio”, condicion que se conoce como tolerancia
inmunoldgica (Pollard K et al. 2005), la cual es definida como la falta de respuesta a

un antigeno propio, provocada por la exposicién previa a este.

En general, se puede hablar de dos tipos de tolerancia:
a) La central, que es llevada a cabo en los 6rganos linfoides primarios del Sl

(médula 6sea y timo).

b) La periférica, la cual es llevada cabo en los 6rganos linfoides secundarios (bazo

y ganglios).



El principal mecanismo en la regulacién de la tolerancia central estd dado por la
apoptosis de los linfocitos inmaduros y autorreactivos, en donde el receptor antigénico
reconoce con alta afinidad un antigeno propio, motivo por el cual, estas células son
destruidas antes de madurar y salir a circulacion generandose una seleccién negativa.
Por otro lado si el receptor antigénico reconoce con baja o mediana afinidad al antigeno
propio la seleccién es positiva y este linfocito puede salir a circulaciéon permitiéndole
escapar de la apoptosis. Es sobre esta poblacion de células del SI que actuan los
mecanismos de tolerancia periférica, que incluye anergia clonal, la cual es una
inactivacién funcional de linfocitos autorreactivos sin muerte celular, y la ignorancia
inmunoldgica, que consiste en la ausencia de respuesta inmune cuyo mecanismo aun

no es del todo conocido (Jadue N. et al. 2012).

La sinapsis inmunitaria

El proceso de reconocimiento de antigenos (propios o extrafios), activacion e inicio de
la actividad efectora de los linfocitos T, tiene lugar en los primeros pasos de la
respuesta inmune, este evento requiere el intercambio de informacién entre la célula
presentadora de antigeno (CPA) que ha identificado, atrapado y procesado el antigeno
y el linfocito T. Este acontecimiento tiene lugar en una estructura formada entre ambas
células, denominada sinapsis inmunitaria. La CPA aporta informacion al linfocito T a

través de 3 tipos esenciales de sefales:

1) La presentacion del antigeno (propio o extrafio) a través de moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés major

histocompatibility complex) en humanos, se lleva a cabo por el sistema de
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antigenos leucocitarios humanos (HLA, del inglés human leukocyte antigen) de
la CPA. El antigeno es reconocido por el receptor de la célula T (TCR, del inglés

T-cell receptor), localizado en la membrana del linfocito T.

2) Para que se dé la activacion total de los linfocitos T, se necesita un segundo
bloque de comunicacion intercelular entre las células CPA y los linfocitos T, el
cual se da a través de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 de la célula

CPA 'y CD28 del linfocito T.

3) El efecto mediado por citocinas e intensidad del tipo de respuesta que se

efectuara (Serrano Hernandez 2009).

Autoinmunidad y enfermedades autoinmunes (EA)

La pérdida de la autotolerancia se relaciona con el desarrollo de autoinmunidad, lo cual
en diversas ocasiones conlleva al desarrollo de EA, las cuales se caracterizan por una
funcion anormal del Sl (sistema inmunoldgico), por la presencia de células T y B
autorreactivas, la existencia de diversos autoanticuerpos, y por una compleja
patogénesis de etiologia multifactorial, donde la genética y los factores ambientales
son responsables de la aparicion de este grupo de enfermedades (Costenbader K et
al. 2012). Las EA pueden ser sistémicas (dirigidas a multiples 6rganos y tejidos), como
es el caso del lupus eritematoso sistémico (LES), o en tejidos especificos, como la
esclerosis multiple (contra la mielina), diabetes tipo 1 (contra las células beta
pancreaticas) o artritis reumatoide (contra articulaciones). Si las EA no son

diagnosticadas y tratadas oportunamente, estas ocasionan una disminucion en la
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calidad de vida de quien las presenta e incluso puede causar la muerte en etapas
tempranas de la vida (Rose A et al. 2012). En México, las EA mas comunes son artritis

reumatoide (AR), LES y sindrome de Sjogren, entre otras (Tincani A et al. 2013).

Genética y autoinmunidad

Cada individuo posee un fondo genético Unico que le confiere susceptibilidad o
proteccion ante ciertas enfermedades, sin embargo, esta condicion no es suficiente
por si sola para iniciar y desarrollar las diversas EA, esto significa que solo cuando se
encuentra el factor genético y ambiental alterado es cuando estas patologias se
presentan (Gianchecchi E et al. 2018). Los genes mas frecuentemente implicados en
el grupo de EA son aquellos que se encuentran y expresan en las diferentes células
del Sl y que estan involucradas en el procesamiento, presentacién, reconocimiento
antigénico, sefializacion celular, apoptosis, inflamacion, etc. (Jadue N. et al. 2012).
Diferentes estudios de gen candidato o del genoma completo (GWAS, del inglés
genome-wide association study), han identificado diversos genes involucrados en el
desarrollo, gravedad y actividad de las EA, tales como el HLA (human leukocyte
antigen), entre otras. Desde el punto de vista genético, las principales variantes
identificadas asociadas con AR y LES son del tipo de polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP, del inglés single nucleotide polymorphisms), las cuales representan
las variantes mas ampliamente distribuidas a través de todo el genoma humano (Eyre-

Walker YC, et al. 2014).
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ARTRITIS REUMATOIDE

Caracteristicas de la AR

La AR es una enfermedad autoinmune, idiopéatica, multifactorial, caracterizada por
sinovitis simétrica de las articulaciones grandes y pequefas, la cual conduce
comunmente a la destruccion articular progresiva y discapacidad, ocasionando una
disminucién de la calidad de vida, incapacidad fisica y un cuantioso coste econémico
para el paciente y familia (Firestein GS. 2003). La expresion clinica de la enfermedad
es muy variada, abarcando desde formas leves a otras tan agresivas, que
experimentan una rapida evolucion que culmina con la destruccion de la articulacion

afectada y la limitacién funcional.

Se estima que el costo médico en AR en nuestro pais es de aproximadamente 50,000

pesos por paciente y el gasto de bolsillo del paciente es aproximadamente de 15,000
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pesos por cada afo. Se ha encontrado que el 15% del ingreso familiar se destina a
gastos por AR, por lo que se le ha llegado a considerar como un gasto catastréfico en

la economia familiar (Espinosa-Morales R et al. 2006).

En realidad, no hay caracteristicas diagndésticas especificas en AR y los pacientes
pueden tener una amplia gama de manifestaciones. Su diagnéstico se basa en una
combinacion de sintomas, signos, pruebas seroldgicas y hallazgos radiolégicos, segun
lo establecido por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR, por sus siglas en
inglés; American College of Rheumatology). En septiembre de 2010 se publicaron los
nuevos criterios de clasificacion para la AR, como resultado del esfuerzo conjunto
realizado por la Liga Europea contra el reumatismo (EULAR) y el Colegio Americano
de Reumatologia (ACR), con el fin de mejorar la clasificacion utilizada hasta ahora. El
cuadro 1 muestra dichos criterios. El paciente debera presentar 4 de los 7 criterios para

ser diagnosticado con AR.

| Criterios para la clasificacién de la artritis reumatoide

+ Rigidez matutina.- Durante al menos 1 hora. Presente durante al
menos & semanas.

o Tumefaccidn.- {Observado por un médico).De 3 & mas
articulaciones simultaneamente. Durante al menos 6 semanas.

» Tumefaccion.- (OPM) De carpo, articulaciones metacarpofalangicas
o interfaldngicas proximales. Durante & ¢ mas semanas.

« Tumefaccion articular simétrica.- (OPM)

¢+ Cambios radiolégicos tipicos.- En manos. Deben incluir erosiones o
descalcificaciones inequivocas.

¢+ MNodulos reumatoideos.

» Factor reumatoide sérico. Por un método que sea positivo en
menos del 5 % de los controles normales.

Cuadro 1. Criterios para diagnéstico de AR de acuerdo al ACR y EULAR. Tabla tomada del ACR
(https://www.rheumatology.org/).
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La esperanza de vida de los pacientes con AR parece acortarse de 3-15 afios, mientras
el aumento en la tasa de mortalidad estda mas limitado a los pacientes con una
afectacién articular mas grave y basicamente se atribuye a la infeccidén y la hemorragia

gastrointestinal (Choy E et al. 2001).

Epidemiologia

La AR esta ampliamente distribuida en el mundo y constituye un problema de salud
publica debido a su alta prevalencia, a sus graves consecuencias funcionales y al alto
impacto econdmico y social. En paises industrializados, la prevalencia de esta EA
(enfermedad autoinmune) fluctda entre el 0.5 al 2% en la poblacion. En México, esta
enfermedad afecta al 1.6% de la poblacién en general, siendo el principal motivo de
consulta en el servicio de reumatologia (Pelaez-Ballestas et al. 2011). La AR afecta
principalmente al grupo etario con mayor capacidad laboral y productiva, es decir, entre
los 30 a 50 afos, aunque se sabe que puede presentarse a cualquier edad; su
incidencia es de 15-200 casos por cada 100,000 habitantes. Todo lo anterior se ve
reflejado en los altos indices de discapacidad laboral y pensién por invalidez
provocando un gran impacto en la economia de las familias afectadas. La AR es mas
frecuentes en las mujeres que en varones (como pasa en el resto de EA), llegando
alcanzar una proporcion de 3-9:1, mujer, hombre, respectivamente (Gutiérrez-Oliva et

al. 2012).

Etiologia
La etiologia aun permanece sin conocerse completamente, pero se sabe cémo en

todas las enfermedades multifactoriales, que su aparicion esta influenciada por
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factores, extrinsecos como virus, bacterias, radiacion, tabaquismo, etc y por factores
intrinsecos como la edad, género y grupo étnico, y factores genéticos, todos los cuales,
cuando se combinan generan su desarrollo.

Entre los microorganismos que se han asociado con su aparicion se encuentra el virus
Epstein-Barr o parvovirus B19, las bacterias Steptococcus, Mycoplasma, Proteus y E.
coli. Por otro lado, los principales genes asociados a esta patologia son el HLA clase
[, PTPN22 (fosfatasa de tirosina no receptor 22, del inglés protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 22), STAT4 (transductor de sefializacion y factor de
transcripcion 4), TRAF1 (factor 1 asociado al receptor TNF, del inglés TNF receptor
associated factor 1), TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa, del inglés tumor necrosis

factor), entre otros (Karlson E et al. 2012).

Fisiopatologia

Como se ha mencionado anteriormente, la AR es una EA crénica caracterizada por
una inflamacién de las articulaciones. Las articulaciones proporcionan la movilidad y
estabilidad necesaria para los distintos segmentos esqueléticos. Normalmente, las
articulaciones estan formadas por los extremos de dos 0 mas huesos, por el cartilago

articular, capsula articular y membrana sinovial
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Articulacion Sana

Los huesos
Los huesos constituyen el componente basico de la articulacion, la forma de los
extremos 6seos varia dependiendo de cada articulacién. La proximidad de estos

extremos 0seos condiciona la movilidad de los segmentos esqueléticos involucrados.

El cartilago

Los extremos 6seos no se contactan directamente entre si, dado que entre ellos se
encuentra una capa de tejido elastico llamado cartilago articular, el cual evita las
fricciones y por tanto el desgaste de los extremos 0seos. En las articulaciones grandes
como las de las rodillas y caderas, el cartilago articular tiene aproximadamente unos
3.4 mm de grosor, mientras las pequefias como las de los dedos el cartilago, mide solo
una fraccion de milimetro. La figura 1 muestra los componentes de una articulacion

sana.

La cépsula articular

Es una membrana que engloba toda la articulacion. Esta membrana esta formada por
dos capas, una externa fibrosa y resistente unida a los huesos, lo que proporciona una
estabilidad a toda la estructura, y una membrana interna que es blanda, y la que se

denominada “membrana sinovial” (Romero et al. 2010).
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Membrana Sinovial

Se encuentra cubriendo la superficie interna de la capsula articular y su funcion es
sintetizar un fluido viscoso llamado liquido sinovial o articular, este liquido rellena la
cavidad articular y actia como lubricante reduciendo asi el roce entre las estructuras
de la articulacién. La membrana sinovial contiene células inmunitarias que participan
en la defensa de la articulacién contra patdégenos, y es en esta membrana donde se
producen las reacciones inflamatorias de la AR. La figura 1 muestra una articulacion

sana y una articulacion con AR (Martinez Larrarte et al.).

ARTRITIS REUMATOIDE

fresion

teea
Cortiingn
) Mestirara sincvial
/ inflasada
n £l cartilage . » 5
~. — V’ " Sakas n? —

Pemtisco

tapecio reducide
antre
erticulucionss

|
| |
;

|

Articulacidn sana Artritis reumatoide

Figura 1. Articulacion sana y afectada con AR. Una articulacion sana esta formada por la capsula
articular, la membrana sinovial, los cartilagos y los huesos adyacentes. Una articulaciéon con AR
presenta inflamacién de la membrana sinovial, dafio de cartilago y erosién de hueso.
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Articulacion con AR

Las lesiones articulares en AR se producen como consecuencia de la inflamacion
articular. Las alteraciones iniciales empiezan como una inflamacién en la membrana
sinovial o sinovitis, la cual se caracteriza por una proliferacién y acumulacion de
diversos tipos de células inmundlogicas, por una alta expresion de interleucinas (IL) o
citocinas, asi como por una produccion excesiva de liquido sinovial. La fase aguda de
la sinovitis es la causante de los sintomas y manifestaciones tipicas de las etapas
iniciales de AR. Con el tiempo, la sinovitis se hace cronica generando asi que la
membrana sinovial se engrose y se produzca dentro de su espesor un nuevo tejido
invasor, parecido a una cicatriz y el cual es definido como pannus. Sila AR no se trata
a tiempo, el pannus crece poco a poco hacia el interior de la articulacion hasta llegar
a infiltrarse en el cartilago articular, pudiendo llegar a lesionar los extremos éseos de
la articulacion y provocar erosiones. En fases avanzadas de la AR, las lesiones

articulares originan rigidez y deformaciones articulares (Romero et al. 2010).

Patogenia en AR

A nivel celular, la patogenia en AR es compleja y en ella intervienen diferentes tipos
de células como los sinoviocitos, macrofagos, linfocitos T, B, monocitos, etc. Todas
estos tipos celulares contribuyen en la transformacién hacia un fenotipo de destruccion

del cartilago y erosion del hueso (Herrero-Beaumont et al. 2012).

Activacion de las células T
Se ha documentado que el inicio de la enfermedad se origina cuando se dispara la

activacion de las células T, y la cual requiere de la participacion de dos grupos de
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receptores de membrana localizadas en las CPA (células presentadoras de antigeno).
El primer receptor lo emplea la CPA para presentar a las células T un antigeno
especifico que ha sido previamente procesado por dicha célula. El linfocito T se
organiza a través de un complejo trimolecular que conforman: 1) el HLA presente en
las CPA, 2) el antigeno frente al que se desarrolla la respuesta inmunitariay 3) el TCR
especifico para ese antigeno (Herrero-Beaumont et al. 2012). Sin embargo, para que
se active completamente el linfocito T es necesario una segunda fase de comunicacion
intercelular entre las CPA y este tipo celular, lo cual se logra a través de moléculas
coestimuladoras, tales como la union de CD80/CD86 en la membrana de las CPA y el
receptor CD28 de los linfocitos T. La activacion de estas dos fases desencadena una
intensa sefalizacién intracelular en las células T, la cual es imprescindible para su
completa activacion, proliferacién, activacion y producciéon de citocinas. Después de
24-48 horas de producirse la activacion, la misma sefalizacion intracelular inicia un
mecanismo regulador para desactivar la propia respuesta, induciendo asi la expresion
en la membrana de moléculas como CTLA4 (proteina 4 asociada a linfocitos T
citotoxicos, del inglés cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4), con el fin de

competir con CD28. La figura 2 muestra estos eventos (Herrero-Beaumont et al. 2012).

La estimulacion de los linfocitos T cooperadores (CD4*) y de los linfocitos T citotoxicos
(CD8") dependen de la coestimulacion del receptor CD28 y del reconocimiento de los
péptidos presentados por el HLA-II presente en las CPA. Se propone que la AR es
causada por una respuesta anormal originada por un antigeno propio o extrafio no
identificado y de la presentacion del mismo mediante un HLA alterado, ademas de

otras alteraciones genéticas, ambientales e inmunoldgicas. Dentro de los posibles
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antigenos propios en AR, se incluyen proteinas citrulinadas, glucoproteinas del
cartilago humano, etc. (Sanchez-Ramon et al. 2011, Choy E. et al. 2001). La activacion
de células T CD4* en AR, representa el inicio de una cascada de eventos
proinflamatorios que lleva a la produccion de diferentes citocinas y de la induccion de
proliferacion celular, que en caso de perpetuarse, da lugar a una inflamacién croénica;
involucrada en la destruccién de las articulaciones (Figura 2). Las citocinas producidas
por las células T CD4* estimulan monocitos, macréfagos vy fibroblastos sinoviales a
generar IL-1, IL-6 y TNF-a, llevando a la estimulacion en la secrecion de
metaloproteinasas (MMPs, del inglés matrix metalloproteinases) de matriz, las cuales
estan involucradas en la destruccién del cartilago y erosion del hueso. Las células T
CD4* también estimulan a las células B a producir inmunoglobulinas incluyendo el
factor reumatoide (RF, del inglés rheumatoid factor). El papel patogénico del RF es
desconocido, aunque se ha asociado con la activacion del complemento a través de la
formacion de complejos inmunes. Por otro lado, en la membrana sinovial se ha
observado una proliferacién de células infiltradas provenientes del torrente sanguineo
incluyendo linfocitos B y T, mientras, los monocitos diferenciados en macréfagos, asi
como los osteoclastos, activan a los condrocitos articulares. De esta manera, la
membrana sinovial de los pacientes con AR se caracteriza por presentar hiperplasia e

hipervascularidad (Herrero-Beaumont et al. 2011).
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Figura 2. Fisiopatologia de AR. La CPA expone un antigeno propio o extrafio a la célula T CD4", la
cual una vez activada, estimula a la célula B a producir autoanticuerpos, estos anticuerpos han sido
asociados con dafio articular. La produccién de citocinas genera la sintesis de metaloproteinasas
involucradas en la destruccion del cartilago y erosion del hueso. CPA: célula presentadora de antigeno;
MHC: complejo principal de histocompatibilidad; TCR: receptor de celulas T; CTLA4: proteina 4
asociada al linfocito T citotdxico; Ac: anticuerpos; Cba: fraccién 5a del complemento; FR: factor
reumatoide; Ig: inmunoglobulina; IL: interleucina; MMP: metaloproteasas de matriz extracelular; RANK:
receptor activador del factor nuclear kappa B; RANKL: ligando de receptor activador para el factor
nuclear kappa B; T; TNF: factor de necrosis tumoral. Tomado de Herrero-Beaumont. Reumatol Clin.
2012 8(2):78-83.
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Genéticaen la AR

Varios estudios han documentado que en AR existe una cierta predisposicion genética,
observandose hasta cuatro veces mas en familiares de primer grado de individuos que
presentan esta EA (Moreno J et al. 2008). Por su parte, la concordancia en gemelos
monocigotos (GM) con AR es del 12-15%, la cual es relativamente baja cuando se
compara con otras EA, tales como LES (aproximadamente 30%). Por su parte, el
riesgo de recurrencia para hermanos de pacientes con AR comparado con la poblacion
general es de 2-10 veces mayor. Adicionalmente, se ha estimado que la heredabilidad
es del 60-70%, siendo un 68% para pacientes con anticuerpos anti-ciclicos citrulinados
(ACPA) positivos y un 66% para aquellos pacientes negativos, lo cual significa que el
principal factor de riesgo para desarrollar AR es la genética alterada. (Rodriguez-Elias

et al. 2016).

Las principales variantes genéticas evaluadas en esta EA son los SNP, los cuales se
localizan tanto en genes codificantes como en los no codificantes de proteinas (por
ejemplo, en los miRNA), y los cuales se encuentran localizados en genes involucrados
en la regulacion de la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa (Rodriguez-Elias et
al. 2016). A la fecha, han sido descritos mas de 100 loci asociados con susceptibilidad,
proteccion, gravedad, actividad y respuesta a tratamiento en AR; ejemplo de estos son
los del HLA de clase Il, aquellos que participan en la sintesis de citocinas, moléculas
adaptadoras, integrinas, proteinas intracelulares, miRNA, entre otros; y los cuales
influyen de manera importante en la patogénesis de AR (Barton A et al. 2009,

Gregersen PK et al. 2010).
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Dentro de los genes cuya asociacion con susceptibilidad ha sido demostrada en AR
se encuentra PTPN22 (localizado en el cromosoma 1p13.3), y el cual representa el
segundo loci de susceptibilidad mas importante asociado con esta EA (solo después
del HLA). En 2004, un estudio de gen candidato y uno de GWAS identificaron que el
SNP R260W confirid susceptibilidad para diabetes mellitus tipo 1, AR y LES (Stahl
2010). Por otro lado, el SNP rs10818488G/A del gen TRAF1-C5 (factor asociado 1 al
receptor del factor de necrosis tumoral-componente 5 del complemento), se encontro
asociado con AR. Otro SNP localizado en esta misma regién y que también se asocio
con AR fue el rs3761847A/G. Por su parte, el gen STAT4 localizado en la region
2032.3, ha mostrado también una fuerte asociacién con AR y LES (SNP que ha
mostrado una mayor asociacion es el rs7574865G/T). Otro gen importante de
susceptibilidad para AR es TNFAIP3, el cual se localiza en el cromosoma 6p23 vy
codifica para la proteina 3 inducida por TNF (TNFIP3), estudios de meta-analisis
mostraron que el SNP rs6920220A/G de este gen es el que se asocio principalmente
con AR. Importantemente, variantes tipo SNP en genes que codifican interleucinas
tales como IL-17A han sido poco evaluados en AR, sin embargo, los resultados han
sido controversiales, pues mientras algunos autores muestran una asociacion con la
enfermedad (Nordang G et al. 2009; Garcia de la Pefia 2017), otros estudios no
replican este hallazgo, tal es el caso del SNP rs2275913G/A del gen IL-17 en poblacion
polaca (Pawlik et al. 2016, Bogunia-Kubik et al. 2014), y de Tunez (Dhaouadi et al.

2018).
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LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Caracteristicas del LES

ElI LES representa una EA, inflamatoria y sistémica, en la que diversos autoanticuerpos
y complejos inmunes patogénicos ocasionan la destruccion de diversas células y
tejidos, causando diferentes rasgos clinicos y afectacion a distintos Organos y
sistemas, tales como el rifion, piel, mucosas, articulaciones, pulmon, cerebro, corazén
y células sanguineas (Tsokos G. 2011). El término lupus proviene del latin ‘lobo’,
debido a que los médicos del siglo pasado veian que el rostro inflamado de los
pacientes con LES adoptaba una similitud a la cara de un lobo. La enfermedad
normalmente exhibe en la nariz y las mejillas un eritema malar con forma de alas de
mariposa, lo que creaba lesiones que se parecian a los mordiscos o arafiazos de un

lobo (Alarcén Segovia. 2013).
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En el LES se produce pérdida en la capacidad de reconocer lo propio de lo extrafio, y
un desbalance entre fuerzas antagonistas proinflamatorias y antiinflamatorias. Esta
pérdida de tolerancia inmunoldgica es producto de una defectuosa interrelacion entre
varios factores causales que condicionan la aparicibn de autoantigenos que son
presentados a células efectoras responsables de producir autoanticuerpos. La
produccion de complejos inmunes genera inflamacion aguda y/o crénica, asi como
dafio tisular dependiente de complemento, lo que causa sintesis excesiva de citocinas,
infiltracion y aumento en la funcion de diversas células al sitio de lesion, lo cual puede

afectar cualquier 6érgano o sistema (Gatto M et al. 2013).

Los pacientes con esta patologia son diagnosticados de acuerdo a los criterios
establecidos por el ACR 1997, para que un paciente sea diagnosticado con esta EA
debe presentar al menos cuatro de los once criterios, incluida la inflamacién del
pericardio, de las articulaciones y musculos, trastornos hematolégicos e
inmunoldgicos, y lo mas significativo; autoanticuerpos dirigidos contra antigenos
nucleares (como ADN bicatenario, riboproteinas nucleares pequefias, cromatina e
histonas) o, en menor medida, antigenos citoplasmicos (Martinez-Godoy et al. 2012;
Guias de Practica Clinica en el SNS, GPC_549 Lupus_SESCS_compl.pdf Espafia

2015). Los criterios de clasificacion para LES se presentan en el cuadro 2.
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. Criterios diagnosticos de lupus eritematoso
sistémico. (American Rheumatism Association, 1982)

1) Eritema malar
2) Eritema discoide
3) Fotosensibilidad
4) Ulcerasorales
5) Artritis
6) Serositis
— Pleuritis
— Pericarditis
7) Nefropatia
- Proteinuria > 0,5 g/dia y/o cilindros celulares
8) Encefalopatia
- Convulsiones
- Sicosis
9) Alteraciones hematologicas
- Anemia hemolitica
- Leucopenia <4,000 clementos/mm’
— Llinfopenia < 1.500 elementos/mm’ .
~ Trombopenia < 100.000 elementos/mm™
10)Alteraciones inmunoldgicas
~ CélulasLE o
~ Ac anti DNA nativo o
~ Ac anti Smo
—~ VDRL falso positivo
11)Anticuerpos antinucleares

Cuadro 2. Criterios para diagnéstico de LES. Tomada de American College of Rheumatology
(https://www.rheumatology.org/)

Epidemiologia

Se estima que hay cinco millones de personas que padecen LES en todo el mundo.
La prevalencia de esta enfermedad es de 1 caso por cada 250 000 individuos vivos,
donde el 90% de los casos corresponden a mujeres afectadas, con una relacion mujer:
hombre de 3:1 antes de la pubertad y de 9:1, después de esta. La edad de aparicion
se da entre los 20 a 40 afos. Datos epidemiolégicos muestran que el LES representa
la segunda enfermedad mas frecuente en la consulta de reumatologia. En México se
ha reportado una prevalencia de 0.7%, teniendo una incidencia de 1.8 a 7.6
casos/100,000 habitantes y, se sabe que mas de la mitad de los enfermos desarrollan

dafio permanente en diferentes 6rganos y sistemas (Alarcon Segovia. 2013). EI LES
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aparece en todos los grupos étnicos, sin embargo, su prevalencia no esta distribuida
igualmente en todos ellos, pues se presenta con mayor frecuencia en individuos con
ancestria africana (Martinez-Godoy et al. 2012, Alarcén Segovia. 2013; Guia de

Practica Clinica, 2011).

Etiologia

Aunque la etiologia del LES no se comprende aun completamente, los estudios
muestran claramente que esta EA se desarrolla por una interaccion compleja entre el
fondo genético, ambiental e inmunoldgico (Santos EC et al. 2016). De esta manera, en
la aparicion del LES intervienen diversos factores de riesgo que incluyen radiacion
ultravioleta, drogas, agentes infecciosos y agentes quimicos, los cuales han sido
descritos como factores potenciales para esta enfermedad (Santos EC et al. 2016).
Similar a la AR, en el LES la mayoria de las pacientes son mujeres, sugiriendo cierto

papel de las hormonas en su aparicion.

Fisiopatologia

Los linfocitos B y T autorreactivos muestran diferentes anormalidades en las vias de
sefalizacion y activacion. La respuesta de los linfocitos T autorreactivos al antigeno
propio o extrafio es desencadenada cuando el TCR (receptor de la célula T) reconoce
el complejo formado por el antigeno propio o extrafio y el HLA-1I en la superficie de la
CPA (célula presentadora de antigeno). Diferentes tipos de células del Sl actan como
células CPA incluyendo los linfocitos B, CD (células dendriticas) y macrofagos
(Cubides HH et al. 2015). Dentro de los elementos antigénicos que pueden generar el

desarrollo de LES se incluye apoptosis alterada, eliminacion defectuosa de restos
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celulares, formacion y perpetuacién de autoanticuerpos que conducen al dafio, asi
como una gran cantidad de defectos en la sefializacion de células By T (Gatto M et al.
2013) (Figura 3). Se ha postulado que en el LES también existe alteracion en la muerte
celular por apoptosis, sin embargo, por diversas anormalidades genéticas, en los
pacientes con LES se presenta deficiencia en la eliminacién de restos celulares o
cuerpos apoptdéticos. También han sido detectados defectos en la eliminacion y
limpieza de células apoptoéticas que contienen desechos celulares, los cuales activan
a macroéfagos con la posterior presentacion de antigenos a las células B. De esta
manera, todos estos tipos celulares contribuyen en la patogénesis del LES a través de
la perpetuacion del dafio en la lesion tisular. En condiciones homeostéticas, los restos
apoptoticos son fagocitados por macréfagos especializados, por CD o bien por
neutrofilos. Tras la ingestion de células apoptéticas, los macréfagos fragmentan los
antigenos en pequefios pedazos, la unidn de los cuerpos apoptoticos a residuos de
manosa es crucial para su fagocitosis por parte de las CD inmaduras, lo que lleva a la
produccion de IL-10, IL-6 y TNFa, resultando en una eliminacion no inflamatoria de
estos desechos (Enriquez-Mejia 2013). Si los restos apoptéticos no son eliminados
adecuadamente llegan a un estado de necrosis secundaria, frente a lo cual aparecen
nuevas situaciones autoinmunes, las cuales pueden tener un papel importante en la
etiopatogenia de LES. La activacion anormal de células T y B autorreactivas permite
la produccion de autoanticuerpos patogénicos, complejos inmunes y citocinas
inflamatorias, los cuales inician y amplifican la inflamacion, asi como el dafio de varios
tejidos u drganos (Enriquez-Mejia. 2013), la figura 3 ilustra estos eventos. La

inflamacion y los complejos inmunes que contienen autoantigenos de acido nucleico
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pueden participar y activar los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like receptor)
endosomales en LES (Gottschalk T et al. 2015).

El depédsito de los complejos autoantigeno-autoanticuerpo puede ocurrir en varios
tejidos y drganos, resultando en una respuesta inflamatoria local y destruccion del
tejido afectado. Generalmente, los sitios afectados en LES son la piel, el sistema
nervioso, articulaciones, musculos, y rifién. La progresion de la enfermedad no es
lineal y sigue un curso de recaida-remision, y debido a su naturaleza heterogénea,
puede variar ampliamente de un paciente a otro, lo que hace que el diagndéstico y el
tratamiento sean un desafio. Numerosos factores, incluyendo la composicidén genética,
el medio ambiente, la dieta y el estrés, pueden modificar el curso y la gravedad de la

enfermedad (Gottschalk T. et al. 2015).
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Figura 3. Fisiopatologia de LES. La presentacién de un autoantigeno a las células T desencadena la
hiperreactividad de las células B y la pérdida de tolerancia inmunoldgica. Por su parte, la formacion de
autoanticuerpos por parte de las células B promueve la sintesis de citocinas proinflamatorias
estimulando la hematopoyesis extramedular y conduciendo a la sintesis de proteinas de fase agua
(PFA) y a la expansién de neutréfilos, monocitos y eosinéfilos que estimulan a su vez la deposicién de
complejos autoinmunes a érganos vitales como el rifion dafiando y destruyendo el tejido. DC: células
dendritica; M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos; GM-CSF: actor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos; IgE: inmunoglobulina E; IgG: inmunoglobulina G; IL-3: Interleucina

3; PMN: polimorfonucleares; EOS: eosindfilos; PFA: proteinas de fase aguda. (Gottschalk T. et al. 2015).

Genéticaen LES

El componente genético en LES se identificd en sus inicios por la agregaciéon familiar
(10-20%) y la alta concordancia en GM (24-58%), la cual es aproximadamente 10
veces mayor que en GD (2-5%) (Rivas-Larrauri et al. 2016). El LES es mas frecuente

en los familiares de pacientes con esta enfermedad que en la poblacion en general.
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Estudios en familias, han identificado genes o regiones cromosémicas del genoma
humano fuertemente ligados a la presencia de LES (Kittaris VC. 2010). La base
genética del LES fue inicialmente sugerida y calculada por las estimaciones de
heredabilidad, la cual es aproximadamente del 66%. Estudios posteriores de gen
candidato y/o GWAS han tenido una amplia utilidad para identificar loci asociados con
susceptibilidad o gravedad en LES. Actualmente, mas de 60 genes de susceptibilidad
han sido identificados en esta EA, los cuales aumentan el riesgo para su desarrollo
(Ramos PS et al. 2014; Dai C et al. 2014). De estos estudios se ha identificado que la
sefial de asociacion mas fuerte es la de la region HLA, mientras, en poblaciones con
un mayor porcentaje de ancestria amerindia es el gen IRF5, el cual codifica para el
factor 5 regulador del INF (Alarcon-Riquelme et al. 2016). Ademas, otros loci no HLA
de susceptibilidad para LES son aquellos involucrados en la cascada del complemento
(subunidad alfa M de la integrina o ITGAM, del inglés integrin subunit alpha M), la
activacion de células B (Receptor 2A del fragmento Fc de la inmunoglobulina gamma
0 FCGR2A, del inglés Fc fragment of IgG receptor lla), componentes de la via de
sefalizacion del interferon de tipo | (IRF5, TNFAIP3 [Proteina 3 inducida por TNF-a,
del inglés TNF alpha induced protein 3]), proteinas reguladoras de la transduccion de
sefiales en células B y T (BLK [Tirosina-cinasa de células B, del inglés BLK proto-
oncogene, Src family tyrosine kinase], BANK1 [proteina 1 de andamiaje de células B
con repetidos de ankirina, del inglés; B cell scaffold protein with ankyrin repeats 1],
PTPN22, y CTLA4) y otras proteinas implicadas en la regulacion inmune, inflamacion,
guimioatraccion, maduracién de las células dendriticas y la pérdida de la tolerancia

inmunoldgica. Cabe mencionar que los genes HLA, STAT4, ITGAM, IRF5, BANK1,
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FCGR2A y PTPN22 son solo algunos de los que han mostrado un mayor nivel de
asociacion con LES de adulto; ademas, STAT4, ITGAM, IRF5y PTPN22 han mostrado
una asociacién también con LES pediatrico (LESp) en poblacién mexicana (Veldzquez-
Cruz et al. 2012; Ghodke-Puranik et al. 2015). Por otro lado, estudios recientes
llevados a cabo en nuestra poblacién indican que el SNP -308G/A de TNF esta
fuertemente asociado con asma, AR juvenil y LESp, ademas la estratificacion por
género mostré que el SNP -308G/A confiere mayor riesgo en nifias que en nifios con
LES (Jiménez-Morales et al. 2009). Por su parte, el SNP rs7574865G/T de STAT4
mostré asociacion con LES, indicando que este polimorfismo confiere riesgo para el
desarrollo de la enfermedad, la estratificacion por género mostro que este polimorfismo
confiere mayor riesgo en mujeres que en hombres (Beltran Ramirez et al. 2016).
Finalmente, estudios recientes han mostrado que los SNP rs2736340T/C vy
rs13277113A/G del gen BLK, y el SNP R61H del gen BANK1 esta asociados con
proteccion contra LES en poblacién mexicana (Montufar-Robles et al. En revision). Es
importante mencionar que otros loci han sido escasamente evaluados en LES, asi por
ejemplo, variantes tipo SNPs localizados en el gen IL-17A, no han sido analizados en
pacientes con LES de adultos, por lo que hasta ahora se desconoce su papel en la

susceptibilidad para esta EA.
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INTERLEUCINA 17

Caracteristicas de la IL-17A

La interleucina 17-A (IL-17A) es secretada principalmente por células T activadas. A
la fecha se han identificado ademas de la IL-17A, cinco miembros mas de esta familia,
las cuales se conocen como IL-17B; IL-17C; IL-17D; IL-17E e IL-17F. El gen que
codifica para la IL-17A se encuentra en la citobanda cromosémica 6p12 del genoma
humano, ubicacién compartida con IL-17F. La localizacion cromosémica del resto de
miembros de esta familia es la siguiente: IL-17B en 5932, IL-17C en 16924, La -17D

en 13911, finalmente IL-17E se localiza en la regién 14q11.1 (Vélez Marin et al. 2007).

La IL-17A formada por 150 aminoacidos y por 15 KDa de peso molecular, es secretada
como una glucoproteina homodimérica unida por puentes disulfuro con un peso

molecular total de entre 30-35 KDa. Los deméas miembros de la familia IL-17 tienen

33



una homologia entre 20 y 50% con esta proteina, siendo la IL-17F la de mayor similitud,
lo que se observa en sus funciones biolégicas y un peso molecular similar (Vélez Marin

et al. 2007).

La IL-17A desempefia un papel clave en la defensa del huésped contra bacterias y
hongos patogénicos. Estudios experimentales indican que esta citocina es una
poderosa proteina proinflamatoria con capacidad de desencadenar fendmenos
inflamatorios, los cuales contribuyen al dafio generalizado. La IL-17A e IL-17F pueden
llegar a formar homodimeros y heterodimeros. Algunas alteraciones en la sefializacion
de IL-17A e IL-17F se han vinculado en diferentes EA (enfermedades autoinmunes).
Tanto las formas homodiméricas como las heterodiméricas de IL-17A e IL-17F pueden
unirse al mismo receptor de IL-17, el cual es un complejo de membrana heterodimérico
compuesto de las subunidades IL-17RA e IL-17RC. La accion de IL-17 ocurre
principalmente en células epiteliales, células endoteliales y fibroblastos, aunque los

macrofagos y las CD también son sensibles a esta citocina (Martin JC et al. 2014).

La IL-17A se une a su receptor (IL-17RA) con mayor afinidad en comparacién con la
IL-17F en humanos. Se conoce que el IL-17RA se expresa en tejido hematopoyeético,
células mieloides, epiteliales, endoteliales, fibroblastos y osteoblastos (Flores Garcia
et al. 2012). A diferencia de otros receptores de citocinas, las subunidades del IL-17RA
son pre-ensambladas en la membrana plasmatica antes de unirse a su ligando, esto
le permite responder de manera rapida y especifica (Figura 4). La eliminacion del IL-

17RA anula completamente la actividad de la IL-17A y de IL-17F en ratones. El analisis
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de los mecanismos precisos de codmo se lleva a cabo la sefializacion de IL-17 ain no

ha sido completamente esclarecido (Flores Garcia et al. 2012).
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Figura 4. Via de sefializacion de IL-17. Después de la estimulacion con IL-17, la proteina Actl y las
proteinas IL-17RA o C, interaccionan a través del dominio SEFIR, provocando la union de otras
proteinas rio abajo de la cascada de sefializacion, lo que conlleva finalmente a la activacién del factor
de transcripciéon Nf-kB y a la induccion de expresion de diferentes proteinas proinflamatorias, (Flores-
Garcia 2012).

Varios estudios han mostraron que la IL-17 activa la via de sefializacion y activacion
del factor nuclear kB (NF-kB, del inglés nuclear factor kappa B), en conjunto con Actl
(actina 1) y la ligasa E3 de ubiquitina. La IL-17A induce la expresion de genes pro-
inflamatorios de manera parecida a como lo hacen los receptores tipo Toll (TLRs, del
inglés; Toll-like receptors). Se ha documentado que el factor 6 asociado al receptor del

factor de necrosis tumoral (TRAF6), el cual es un adaptador clave en la via de

sefalizacion de los TLR, es indispensable para llevar a cabo la activacion del NF-kB
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mediada por la IL-17 (Figura 4) (Flores-Garcia 2012). Por otro lado, el complejo IL-
17A/ IL-17F esta involucrado en procesos inflamatorios mediado predominantemente
por los neutréfilos. Especificamente la IL-17 se ha relacionado como una citocina de
respuesta a procesos infecciosos por microorganismos extracelulares, procesos
inflamatorios crénicos de autoinmunidad y asma (Li et al. 2015). La IL-17 induce la
expresion de IL-6, la cual promueve la diferenciacién de células T CD4* a Th17, asi
como el TNF-a e IL-1B, las cuales sinergizan con la IL-17. La IL-17 también conduce
a la produccién de factores de crecimiento, factores de remodelacion de tejidos y
diversos péptidos antimicrobianos (B-defensinas, proteinas S100, lipocalina 2) (Martin

JC et al. 2014; Nalbandian A. et al. 2009).

Las células T CD4* pueden subdividirse en varios subpoblaciones e incluyen linfocitos
Thl, Th2, células T reguladoras (T reg) y células Th17, en funcién de las citocinas que
sinteticen, expresen, y de los factores de transcripcion que influyen en su polarizacion
(Cubides HH et al. 2015). Las citocinas implicadas en el control de la actividad de las
células Th17 son la IL-23, el factor de crecimiento transformante B (TGF-, del inglés;
transforming growth factor beta) y la IL-6, estas dos ultimas ademas promueven la
diferenciacion de los linfocitos virgenes en linfocitos Th17, mientras la IL-23 induce la
proliferacion de estas células. La IL-17A es secretada por las células T CD8", células
T CD4"* y células T doblemente negativas (CD4 CD8), asi como las células asesinas
naturales (natural killer), mastocitos, neutréfilos, CD y macréfagos (Qian W et al. 2012,

Serrano Hernandez et al. 2009).
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Durante el desarrollo de la autoinmunidad, las células Th17 se infiltran en los érganos
afectados, lo que resulta en dafio tisular. La actividad de las células Th17 en el contexto
de la autoinmunidad depende del microambiente de las citocinas. In vitro, la
diferenciacion de células T virgenes a células Th1l7 se da a través del TCR (receptor
de células T) y de moléculas coestimuladoras, del TGF-B, IL-6, IL-21, IL-23 e IL-18.
Las células Thl7 pueden experimentar tres etapas distintas de desarrollo:
diferenciacion, amplificacién y estabilizacion. Importantemente, se requiere TGF-3
para la expresion del receptor huérfano retinoico yt (RORyt), un factor de transcripcion
exclusivamente expresado en las células Th17. La IL-6 por su parte, tiene un papel en
la activacion del factor de transcripcion STAT3, el cual se une directamente y activa el
promotor de IL-17A. Los factores de transcripcibn RORyt y STAT3 son necesarios para
la diferenciacion de células Th17 (Figura5). La IL-22, también producida por las células
Th17, desempefia un papel importante en la amplificacion de las células Thl7. La IL-
23 es indispensable para la posterior estabilizacién de células Th17 e IL-1p aumenta
la diferenciacion de las células Th17 (Cubides HH et al. 2015; Nalbandian A. et al.

2009).
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Figura 5. Diferenciacion de células Th17 productoras de IL-17A. Las células ThO en contacto con
IL-6 y TNF-B. Un rasgo caracteristico de estas células es la expresion del factor de transcripcién
especifico RORyt, asi como de STAT3. Una vez diferenciadas en células Thl7, estas secretaran las
interleucinas IL-17A, IL-17F e IL-22, las cuales participan en autoinmunidad e inflamacion.

IL-17Ay AR

Diversas citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, moléculas de sefializacion
intracelular y factores de transcripcion han sido implicadas en la patogénesis de la AR.
La inflamacion sinovial, o sinovitis, es el resultado de la infiltracién de leucocitos en el
compartimento sinovial. Como se menciond previamente, este infiltrado celular incluye
los granulocitos, monocitos/macrofagos, células NK, células B, y en especial células T
CD4* y T CD8*, todo este microambiente proinflamatorio lleva a la produccién de
grandes cantidades de IL-1, IL-6 y TNF-a, asi como a la sintesis y liberacion de MMP
de matriz, y de mediadores solubles como el Interferon-y e IL-17 (Choy E et al. 2001).
La AR ha sido considerada una EA (enfermedad autoinmune) dependiente de las

células Thl productoras de IFN-y, sin embargo, evidencias recientes indican un papel
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importante de las células Thl7 en el desarrollo de esta patologia. Las citocinas
expresadas por estas células (IL-17, GM-CSF, IL-22) han sido asociadas con
inflamacién sinovial, principalmente a través de su efecto sobre la activacién de

neutrofilos. (Gullick NJ et al. 2013).

Reportes previos han mostrado que la IL-17 (tanto mMRNA como proteina) se encuentra
aumentada en articulaciones de pacientes con AR (Pawlik A et al. 2016). El aumento
en las células Th17 es inducido por CD (células dendriticas) derivadas de monocitos y
células mieloides, ambas son encontradas en un alto porcentaje en el liquido sinovial
de pacientes con AR. Se sabe que la IL-17 tiene efectos pleiotropicos en muchos tipos
de células ya que induce la migracién de células inmunes innatas, aumenta la
produccion de citocinas, quimiocinas, MMP, y mejora la formacion de centros
germinales en modelos animales, todo lo cual contribuye al inicio de la inflamacion de
la AR. La IL-17 estimula también la diferenciacion de los osteoclastos y promueve la
degradacion directa de los proteoglucanos del cartilago, lo que lleva a la reabsorcion

Osea. (Mellado M et al. 2015. Sdnchez-Ramon et al. 2011).

Se ha observado que el nimero de células Th1l7 esta aumentado en la circulacion de
pacientes con AR; estas células producen mayores cantidades de esta citocina
después de la estimulacion. Los altos niveles de la IL-17A y de su receptor en fluido
sinovial de pacientes con AR, asi como la sefalizacion que se genera cuando la IL-
17A se une a su receptor, permite que las células Th17 actien como un puente entre
las células inmunitarias innatas y las adaptativa. La IL-17A promueve la degradacion

de la articulacién en modelos ex vivo (Shen L et al. 2015). En la AR, la migracion de
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leucocitos, la erosion de hueso y la angiogénesis son moduladas por la IL-17 y la IL-

23.

Estudios en ratones knock out para la IL-17, han mostrado que esta citocina es crucial
en el desarrollo de la AR debido principalmente a la induccién de autoanticuerpos y a
la respuesta inmune humoral. En un modelo de artritis inducida por colageno, se
observo que el knock out para IL-17, o el tratamiento con antagonista de IL-17RA con
un anticuerpo neutralizante antes del inicio de la enfermedad, atenta la artritis y

disminuye el dafio en la articulacion (Nakae S et al. 2003).

Estudios recientes han demostrado la accién de la IL-17 en varios tipos celulares,
incluyendo los fibroblastos, donde aumenta la expresion de IL-6, quimiocinas, factores
de crecimiento y MMP, mientras, en los macréfagos y CD, la IL-17A induce la sintesis
y liberacion de IL-1B, TNF-a, IL-6 y proteina C reactiva, cuyo efecto final es la
inflamacién. En células endoteliales, bajo la influencia de la IL-17 hay un aumento en
la liberacion de IL-6 y MMP; en los condrocitos la IL-17 estimula la produccion del
MRNA de la enzima Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) provocando una
concentracion elevada del éxido nitrico (NO) en condrocitos de cartilago osteoartritico,
provocando dafio a los tejidos, lo cual claramente contribuye a una reduccién en la
funciéon articular al promover la degradacion de la matriz por la liberacion de
fragmentos de colageno y proteoglicanos tipo glicosaminoglicanos en el cartilago,
liberando MMP de matriz e inhibiendo la sintesis de nuevos proteoglicanos y colageno.

(Vélez Marin et al. 2007).
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En los osteoblastos la IL-17A estimula la expresion del ligando del receptor activador
del factor nuclear kappa B (RANKL, del inglés; ligand receptor activator of nuclear
factor k B); la interaccion RANK/RANKL activa e induce la osteoclastogénesis,

responsable de la reabsorcion 6sea y dafio a cartilago (Ver figura 6).
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Figura 6. Papel de la IL-17A en la fisiopatologia de la AR. La IL-17 influye en la activacion de varios
tipos celulares permitiendo el desarrollo de la AR. La IL-17 provoca inflamacion, destruccion de cartilago
y erosion del hueso. En fibroblastos y macrofagos sinoviales la IL-17 induce la produccion de IL-6, IL-
8, TNF-a, IL-1B y MMPs. En monocitos la IL-17 contribuye a la inflamacion, al aumentar la produccion
de citocinas proinflamatorias. La IL-17 activa la produccion y funcion de MMP, ademas aumenta la
expresion del RANKL en osteoblastos. IL: interleucina, Th17: células productoras de IL-17, TNF: Factor
de Necrosis Tumoral, RANK: receptor activador del factor nuclear kappa B, TANKL: ligando de RANK,
MMPs: metaloproteinasas de matriz. (Tomada de Mi Ra Cho 2013).

Por otro lado, el gen IL-17A exhibe polimorfismos funcionales que pueden alterar su

expresion y por tanto influir en la predisposicion a EA (enfermedades autoinmunes).
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Algunos estudios han investigado el papel de los polimorfismos presentes en IL-17A 'y
los niveles de IL-17 en la susceptibilidad a la AR. Un meta-analisis realizado por Lee
et al., mostro que el SNP rs2275913 de IL-17A se asocié con AR en poblacién
caucésica, mientras que el SNP rs8193036 de este mismo gen no mostré ninguna

asociacion (Lee et al. 2017).

IL-17Ay LES

Como ya ha sido mencionado antes, el LES al igual que la AR, son EA de etiologia
desconocida, la cual puede afectar varios 6rganos y/o sistemas. Diversos trabajos
indican que la IL-17 est& involucrada en diferentes aspectos de la patogenia de esta
enfermedad. Su potente capacidad proinflamatoria, junto con los efectos que ejerce en
una variedad de células, sugiere que su produccién no regulada tiene consecuencias

generalizadas en animales y pacientes con LES (Nalbandian A. et al. 2009).

Algunos estudios han descrito mayor concentracion de la IL-17A en pacientes con LES
en comparacion con sujetos control. Ademas, el nimero de células Th17 circulantes,
y la concentracion de la IL-17A determinada en el sobrenadante de células
mononucleares cultivadas de pacientes con LES se encuentran aumentadas en
pacientes con LES. La mayoria de los estudios han demostrado que el nimero de
células Th17 o bien la concentracion de IL-17A en suero, correlacionan con el indice
de actividad del LES (Wong CK et al. 2000; Wong CK et al. 2008, Yang J et al. 2009).
También se han observado niveles locales aumentados de la IL-17A en lesiones de
piel y del sistema nervioso central de los pacientes con LES, asi como con nefritis

lGpica (NL) (Li et al. 2015, Araudjo JA et al. 2016). Estos datos sugieren que la IL-17
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puede participar en la activacion de diversas vias del Sl (sistema inmunoldgico), sin
embargo, estos resultados han sido controversiales dado que algunos estudios
reportan una correlacion entre la IL-17A y la enfermedad, mientras que en otros no.
Las razones de estas discrepancias puede incluir diferencias en el tamafo de la
muestra, diferencias regionales o raciales, efecto de los medicamentos, asi como la

heterogeneidad de la enfermedad (Elewa EA et al. 2014).

En modelos animales, se ha demostrado que el bloqueo de la IL-17 disminuye las
manifestaciones de lupus. De esta manera, la informacion obtenida en estos estudios
sugiere que la IL-17 podria estar asociada no solo con la lesién tisular mediada por
células T, sino también con la produccidon de autoanticuerpos. En estos mismos
modelos murinos se ha indicado que las células B derivadas de LES aumentan la
produccion de anti-DNA cuando se cultivan en presencia de IL-17. Sin embargo, la
importancia de este mecanismo patogénico en humano aln no esta claro (Li et al.

2015).

Un sello distintivo de LES es la eliminacion defectuosa de las células apoptoticas, las
cuales producen necrosis secundaria y la liberacion de grandes cantidades de
anticuerpos anti-DNA de doble cadena nuclear (dsDNA, del inglés; anti-double
stranded DNA) y ribonucleo-proteinas (RNP). Estos antigenos nucleares interaccionan
con autoanticuerpos, los cuales dan como resultado la formacion de complejos
inmunes, resultando en la activacion de CD plasmacitoides (pDC), y en la sintesis de
interferén (INF). De esta manera, las pDC activadas migran a los tejidos linfoides

periféricos y a los sitios de inflamacién donde liberan grandes cantidades de IFNa. Los
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datos sugieren que las pDC también desempefian un papel central en la promocién de
la secrecién de la IL-17 en el LES, ya que algunos estudios in vitro han demostrado
que, ademas de la produccién de IFNa, la activacion de las pDC estimuladas por TLR7
llevan a la sintesis y liberacion delas interleucinas IL-18, IL-6 e IL-23, potentes citocinas

inductoras de la diferenciacion de células Th17. (Martin JC et al. 2014).

En cuanto a la NL (la manifestacion mas comun y grave de el LES, y un factor de mal
pronostico en esta enfermeda), se ha observado que los autoanticuerpos, los
complejos inmunes y células T que se infiltran en el rifidn, inician el dafio tisular. La
expresion del nivel de IL-17A en pacientes con NL aumenta significativamente en
comparacion con los pacientes sin NL y controles sanos. Se ha observado también
gue el porcentaje de células Th17 aumenta y el de las células T reguladoras (Treg)
disminuye en sangre periférica de pacientes con NL, sugiriendo que un desequilibrio
de células Th17y Treg puede contribuir al desarrollo de LES (Wang Y et al. 2009; Koga

T et al. 2017).

Ademas de las actividades proinflamatorias de IL-17A, sus efectos en otro tipo de
células pueden contribuir a la patogénesis del LES. Un aumento en la produccion de
IgG total, IgG anti-dsDNA e IL-6 en células mononucleares de sangre periférica (CMN,
del inglés; peripheral blood mononuclear cells) de pacientes con NL ha sido observada
cuando estas se cultivan con la IL-17, estos hallazgos sugieren que esta citocina puede
participar en la activacion de las células B de pacientes con LES (Dong et al. 2003;
Nalbandian A et al. 2009). En estos mismo cultivos de células de pacientes con LES

también se ha observado que la IL-17A promueve el proceso inflamatorio al inducir la
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produccion de las citocinas IL-8 y IL-6, IL-17, prostaglandina E2, asi como del factor
de crecimiento de colonias de granucocitos (GM-CSF, del inglés granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), e.g. Asimismo, se ha observado que la IL-17A
amplifica la respuesta inmune aumentando la produccién de autoanticuerpos. Las
citocinas inducidas por la IL-17A, como la IL-21, pueden contribuir a una inmunidad
anormal de las células B al promover la maduracion, supervivencia y diferenciacién de
células B a células plasmaticas. Igualmente, cuando se combina con el factor activador
de células B (BAFF, del inglés B cell activating factor), ademas, se ha observado la
influencia de la IL-17A sobre el aumento en la viabilidad y actividad de células Th-17
dado que disminuye la apoptosis y aumenta la proliferacién celular y sintesis de
anticuerpos (Li et al. 2015). La IL-17A facilita la activacidon de células T y su infiltracion
en los tejidos al regular la expresion de la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-
1) y MMP de matriz. La infiltracién hacia el 6rgano blanco y la inflamacion crénica son
caracteristicas patogénicas que finalmente dan como resultado dafio al érgano
(vasculitis, y nefritis) en la mayoria de los pacientes con LES. (Li et al. 2015; Qian W

et al. 2012).

La IL-17A también puede promover la angiongénesis. Se ha detectado que los niveles
de IL-17A correlacionan con el numero de células endoteliales y actividad de la
enfermedad en pacientes con LES activo que presentan vasculitis. La IL-17A posee la
capacidad de activar células endoteliales y consecuentemente la formacion de vasos
sanguineos. Se sabe que la permeabilidad vascular es un componente critico en la
inflamacion y que la angiogénesis contribuye al desarrollo de la reaccion inflamatoria

(Figura 7).
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Figura 7. Papel de IL-17 en la patogénesis del LES. IL-17A amplifica la respuesta inmune al inducir
la produccién local de quimiocinas y citocinas, asi como aumentar la produccion de anticuerpos por
parte de las células B, a través de eventos inflamatorios, dafio al érgano blanco y promocién de
angiogénesis en LES. Tomada de (Li et al. 2015).

Por otra parte, la disminucién de células T reg reportadas en pacientes con LES, podria
ser consecuencia de una diferenciacion de células T sesgada, sin embargo, esta

situacion tendria que ser evaluada en futuras investigaciones.

Los SNPs en el genoma humano, su papel en IL-17A, y su relacion con ARy LES
Desde el punto de vista genético, el principal tipo de variante genética esta
representado por los SNPs, los cuales se presentan en aproximadamente 1 en 10000
pb, generalmente son bialélicos, y son las variantes mas abundantes en las

poblaciones humanas (Ver figura 8. [International HapMap Project. 2003]).
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SNP

(1) ATCGTTGCTTGTTCCATGGT (2) ATCGTTGCTTATTCCATGGT
Alelos G/A
GG GA AA

Figura 8. Polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs). Los SNPs son variaciones en la secuencia
de DNA que afectan a una sola base (adenina (A), timina (T), citocina (C) o guanina (G) de una
secuencia de un genoma. Como se observa, las secuencias (1) y (2) son exactamente iguales excepto
por la base localizada en la posicion 11, en la que hay un cambio de G (secuencia 1) por A (secuencia

2). Este cambio genera la existencia de 3 genotipos diferentes en la poblacion.

Asi, un SNP es una variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base
(adenina; A, timina; T, citocina; C o guanina; G) de una secuencia de un genoma. Los
SNP contribuyen de manera significativa a las diferencias entre poblaciones e
individuos. Estos polimorfismos, en general, no son considerados como los verdaderos
causantes de la enfermedad, sino mas bien como marcadores de riesgo para
desarrollarlas. Es importante mencionar que las variantes encontradas en regiones
promotoras o no codificantes deben ser evaluadas con el fin de conocer si estas
pueden afectar los niveles de expresion del mMRNA al crear o destruir sitios de splicing,
paro anticipado, generacion de sitios aceptores de miRNAs, creacion o destruccion de
sitios de union para diversos factores de transcripcion, activadores, represores, etc.,
(Checa Caratachea 2007, Ramirez-Bello et al. 2013). Es transcendental sefialar que,

en varias ocasiones, los alelos de los SNP de forma individual no confieren
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susceptibilidad para el desarrollo de enfermedades, pero si lo hacen en forma de
haplotipos, los cuales son de gran utilidad, ya que proporcionan informacién acerca de
la recombinacion genética. Los haplotipos nos permiten localizar mutaciones que
pueden ser causantes de susceptibilidad para alguna enfermedad mediante métodos
de analisis de desequilibrio de ligamiento (LD, del inglés linkage disequilibrium). El LD
puede entenderse como una asociacion entre los alelos de los SNP con algin rasgo
de interés. De esta manera, un alto LD, identifica alelos que cosegregan juntos a la
vez que puede determinarse el efecto adicional o combinatorio de los alelos sobre la

susceptibilidad de una enfermedad (Iniesta R et al. 2005).

Algunos estudios han demostrado el papel que tienen los SNP rs8193036 (-737T/C),
el rs3819024 (-444A/G), el rs2275913 (-197G/A), y el rs8193037 (-121G/A) localizados
en el promotor del gen IL-17A en el riesgo que confieren sobre diferentes
enfermedades como enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (Zhang X et al. 2013);
enfermedad de Grave's (Qi Y et al. 2016), falla cardiaca congestiva (Sandip C et al.
2016); enfermedad arterial coronaria (Su GB et al. 2016), enfermedad tiroidea (Yan N

et al. 2012) y espondiloartritis (Gaston JS et al. 2018) entre otras.

Asi, un estudio realizado en poblacion coreana con Ell mostré que los SNP -197G/A 'y
-737C/T estuvieron asociados con esta patologia. EI SNP -197G/A del gen IL-17
mostrd una asociacion bajo el modelo recesivo de p=0.036 (OR 0.63), mientras el SNP
-737C/T del mismo gen, mostré una asociacién bajo el modelo dominante con una
susceptibilidad: OR 1.50, con un valor de p=0.020. Ademas, los alelos de riesgo -737T

and -444A se asociaron con altos niveles de expresion del mMRNA de IL-17A (Kim S et
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al. 2011). En otro estudio, el SNP rs3819025G/A aumento el riesgo para AR, pero no

asi el rs4711998A/G y el SNP -121G/A (Shen L at.el 2015).

Otros reportes mas en poblacion china de la variante -197G/A mostraron una
asociaciéon con proteccion para purpura de Henoch-Schonlein (OR=0.70; p=0.018), un
tipo de EA (enfermedad autoinmune) que genera una vasculitis sistémica de vasos
pequefios. Ademas, en este mismo estudio se mostré que el alelo A del rs3819025 se
asocio con un mayor riesgo de nefritis por purpura de Henoch-Schonlein (OR=1.61;
p=0.047) (Xu H et al. 2016). Por otro lado, Nordang analizé el SNP -197G/A en
pacientes noruegos con AR y encontré una asociacion débil para esta enfermedad
(OR=1.17; p=0.02, Nordang G. et al. 2009). Por su parte, Bogunia-Kubik y cols.,
reportaron la asociacion de este mismo polimorfismo estar asociado con progresion de

AR en poblacion polaca (Bogunia-Kubik et al. 2014).

Ciertas controversias han sido también identificadas en el analisis de SNP de IL17A
en AR, por ejemplo, el SNP -197G/A en poblacién polaca revelé que no es un factor
de susceptibilidad importante para esta EA (Pawlik A et al. 2016). Este mismo SNP fue
valorado en poblacion de Tunez con AR, donde tampoco influyd en la susceptibilidad

(Dhaouadi et al. 2018).

Por otro lado, el unico estudio llevado a cabo en pacientes con LES ha sido uno
reportado en pacientes de Egipto, este reporte mostré que el SNP -197G/A no esta
asociado con el desarrollo de esta EA, sin embargo, el haplotipo GGA conformado por

los alelos de los SNP rs763780A/G y rs2397084A/G y -197G/A mostrd una asociacion
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con LES pediétrico (LESp) (p<0.001) (Hammad A. et al. 2016). Respecto a los estudios
funcionales, solo el SNP -197G/A ha sido evaluado tanto en CMN como en ensayos
de gen reportero (ensayos de actividad del reportero con luciferasa). Los datos
mostraron que en CMN, los genotipos que llevan el alelo menos comun y de
susceptibilidad (GA y AA) correlacionaron con una mayor secrecion de IL-17A al
medio. Mientras tanto, en los ensayos de gen reportero se identificd que el alelo A lleva
a una mayor expresion de luciferasa (Espinoza JL et al. 2011). Actualmente, no hay
estudios funcionales que muestren el papel de las otras variantes de IL-17A (-121G/A,
-444A/G, -737T/C), ni de la combinacion de alelos (haplotipos) de todos los SNP o bien

de su influencia sobre la expresion génica.

Dada la importancia que tiene la IL-17 (y de las variantes genéticas) en la inflamacion
y autoinmunidad, nosotros nos propusimos evaluar el papel de 4 SNP ubicados en el
promotor de IL-17A en pacientes con AR y LES. Estas variantes son las siguientes: -
121GI/A, -197G/A, -444A/G, y -737C/T. En la tabla 3 se muestran las caracteristicas de
estos SNP de IL-17A. La frecuencia fue tomada de la base de datos 1000 genomas de

una poblacién con ancestria mexicana.
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NUmero de Cambio Posiciéon Frecuencia*

referencia (rs) de base

rs8193037 G/A -121 G:94 %
A: 6%

rs2275913 G/A -197 G:78%
A 22%

rs3819024 AlG -444 A: 76 %
G: 24 %

rs8193036 T/C =737 T.76 %
C: 24%

Tabla 3. Caracteristicas de los SNP de IL-17A evaluados
*Datos tomados del proyecto 1000 genomas basados en la genotipificacién
de una poblacién con acestria mexicana residente en los Angeles, California, USA.

Seleccidn de variantes genéticas

Los SNP analizados se seleccionaron segun datos de estudios previamente
publicados acerca de su relacion con enfermedades autoinmunes, lo que sugeria un
papel funcional de estas variantes. La busqueda fue mediante revisiones sistematicas
de la literatura en la base de datos Medline con los siguientes términos de busqueda:
(“Interleukin-17" o “IL-17”) AND (“polymorphisms” o “SNP”) en combinacion con

(“artritis reumatoide” o “lupus eritematoso sistémico” o “enfermedades autoinmunes”.
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JUSTIFICACION

La etiologia de LES y AR no se conoce completamente, sin embargo, es claro que el
factor genético juega un papel fundamental en el riesgo para desarrollarlas. La
identificacion de los loci involucrados con ambas enfermedades no ha sido una tarea
facil. Actualmente, los principales polimorfismos localizados en los diferentes genes y
gue han sido evaluados en AR y LES -por su alta frecuencia y capacidad de generar
susceptibilidad a desarrollar enfermedades- son los SNP. La presencia de estas
variantes en la region promotora del gen de IL-17, aunque han sido evaluados en
pacientes con AR, los resultados no son concluyentes dado el bajo tamafio de muestra,
poder estadistico, el fondo genético de cada poblacion. Respecto a LES, es
practicamente desconocido su papel sobre la susceptibilidad de esta EA. Dado que no
se conoce completamente la influencia de los SNP -121G/A, -197A/G, -444A/G, -
737C/T de IL-17A sobre la susceptibilidad para padecer AR o LES, el estudio de ellos
sera importante para conocer su papel sobre la susceptibilidad y/o gravedad en ambas
EA, por lo que esto contribuird a entender mejor los mecanismos genético-moleculares

involucrados en estas dos enfermedades.
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HIPOTESIS

Los SNP -121G/A, -197G/A, -444A/G y -737C/T de IL-17A estan asociados con

susceptibilidad para AR y LES (con nefritis lUpica) de forma individual o en haplotipos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL.:
Conocer si los SNP -121G/A, -197G/A, -444A/G, -737C/T de IL-17A confieren
susceptibilidad o gravedad para artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico en

una muestra de pacientes mexicanos.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Evaluar molecularmente los polimorfismos ubicados en el promotor del gen IL-
17A (-121G/A, -197G/A, -444A/G y -734T/C) en una muestra de individuos

Mexicanos sanos, con lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide.

2. Determinar si de manera independiente, los alelos de los SNP antes
mencionados o en forma de haplotipos se asocian con susceptibilidad para

desarrollar lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide.

3. Determinar si las variantes -121G/A, -197G/A, -444A/G y -734T/C de IL-17A

confieren riesgo para desarrollar nefritis lapica.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Este es un estudio de casos y controles, observacional y transversal. ,

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Reclutamientode | __ | Tomademuestra |__y | Exraccion de DNA [— | Genotipificacion
pacientes Casos y Controles

Resultados

v

Andlisis de Asociacion
Analisis de haplotipos

Figura 9. Diagrama de flujo experimental. Se reclutaron pacientes con AR, LES y controles sanos, de
quienes se obtuvo una muestra sanguinea para extraer el DNA, posteriormente se determinaron las
frecuencias genotipicas y alélicas, se buscé la existencia de asociacién con dichas enfermedades.
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Aspecto ético

Este proyecto fue conducido de acuerdo a los lineamientos éticos de la Declaracion de
Helsinki y fue aprobado por el Comité de Etica, de investigacion y bioseguridad del
Hospital Juarez de México (HIJM) bajo el registro HIM 0446/18-1. Todos los
participantes firmaron una carta consentimiento y les fue aplicado un cuestionario
(Anexo) para conocer sus antecedentes heredofamiliares, inicio de la enfermedad,

complicaciones y tratamiento en ambos padecimientos (sujetos con AR y con LES).

Poblacion de estudio

Un total de 1,367 participantes no relacionados biolégicamente entre si fueron
incluidos, de los cuales, 501 fueron pacientes con AR, 367 fueron pacientes con LES
y 499 fueron controles (individuos sin antecedentes de EA e inflamatorias). Todos los
participantes de este estudio (casos y control) fueron del género femenino, mayores
de edad vy originarios del centro del pais. Las muestras de sangre periférica de los
pacientes con AR, LES y sujetos control, se obtuvieron de los Servicios de
Reumatologia del Hospital Juarez de México, Centro Medico “La Raza” (IMSS) y del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Los individuos controles fueron
obtenidos por invitacion del Servicio de banco de sangre del HIM. Los pacientes con
AR y LES fueron diagnosticados por médicos reumatodlogos de los hospitales antes
mencionados tomandose en cuenta los criterios del ACR-EULAR 2010 para AR y los

criterios ACR 1997 para LES.
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Criterios de inclusion de los casos con ARy LES

>

Tener diagnostico de AR y/o LES tomando en cuenta los criterios de
clasificacién de los cuadros 1y 2.

Ser de origen mexicano al menos por tres generaciones.

Ser del género femenino.

Haber autorizado su participacion en el proyecto mediante la firma de carta-

consentimiento informado.

Criterios de exclusiéon de los casos

>

>

Pacientes que sean positivos para el Virus de Inmunodeficiencia Humana, asi
como para Virus de Hepatitis By C.

Haber recibido transfusion sanguinea en las ultimas 4 semanas.

Criterios de inclusion de los controles

>

>

Ser de origen mexicano al menos por tres generaciones.

No presentar obesidad, algun tipo alergia ni enfermedades crénicas
inflamatorias, tales como, urticaria cronica, hipertension, aterosclerosis, asma,
infarto agudo al miocardio, algun tipo de cancer, diabetes tipo 2, etc.

Ser del género femenino.

Autorizar su participacion mediante la firmar de carta consentimiento-informado.
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Criterios de exclusion de los controles
» Se excluirdn a todos los controles que sean positivos para el Virus de
Inmunodeficiencia Humana, asi como para el Virus de Hepatitis B y C.

» Haber recibido alguna transfusién sanguinea en las ultimas 4 semanas.

Calculo del tamafio de muestra

El tamafio de muestra para LES y AR fue calculado por medio del programa QUANTO
bajo el disefio caso-control. Este programa, toma en cuenta la prevalencia de la
enfermedad, la frecuencia de los alelos de los SNP a analizar, el modelo genético
(dominante, recesivo, codominante), Odds ratio de 2, el poder estadistico (minimo del

80%) y un valor de p, igual o menor a 0.05.

Extraccion de DNA por salting-out

El DNA se extrajo a partir de leucocitos de sangre periférica de cada paciente con AR,
LES asi como de cada sujeto control mediante una técnica estandar, modificada por
Buffone (Buffone G et al. 1985). La técnica de expulsién salina o salting-out consiste
en el tratamiento con una solucién de lisis de eritrocitos que contiene Sacarosa, Triton
y Tris/HCI, la cual destruye los eritrocitos, tras varias centrifugaciones, estas células
anucleadas son eliminadas. Posteriormente, los leucocitos son lisados e incubados
durante 1hr/60°C en una solucién que contiene EDTA y Tris/HCI, proteinasa K y
dodecil-sulfato de sodio para liberar el DNA de las células. Después de la incubacion,
las proteinas son eliminadas del extracto mediante precipitacion salina con solucion
de NaCl saturado. El extracto es centrifugado y el DNA contenido en el sobrenadante

es precipitado con alcohol etilico absoluto y resuspendido en buffer U para su
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cuantificacion espectrofotométrica (260/280 nm) con el fin de conocer su concentracion
y grado de pureza (pureza 6ptima 1.8 — 2.0 densidades opticas). Finalmente, se ajusta
la concentracion a 5ng/pl para realizar la genotipificacion. Las muestras asi fueron

etiquetadas y conservadas a 4°C hasta su uso.

Genotipificacién de SNP de IL-17A

Sondas Tagman

Los genotipos fueron determinados por ensayos de discriminacion alélica usando
sondas TagMan y un sistema de deteccién de PCR en tiempo real (Equipo CFX96,
C1000 de Bio-Rad, Hércules, California, USA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Las sondas TagMan son secuencias de DNA de hidrdlisis disefiadas para
incrementar la especificidad de la PCR cuantitativa, la cual se basa en la actividad
exonucleasa 5'->3' de la Taq polimerasa para escindir una sonda marcada ya hibridada
a la secuencia diana. Asi, cada reaccion contara con la presencia de dos cebadores
especificos de la secuencia para amplificar el sitio donde se encuentran los
polimorfismos de interés, asi como dos sondas que permiten el genotipado de los dos
alelos del SNP. Cada sonda en su extremo 5 contine un fluoréforo ya sea VIC o FAM,
gue se excita a diferente longitud de onda, y al ser escindida permite la emision de
fluorescencia, que finalmente es detectada por el software de PCR en tiempo real y
traducida en colores en un grafico de discriminacion alélica (Holland PM et al. 1991).

La figura 10 muestra estos eventos.
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Sistema de Deteccion Especifico
TagMan

Tiag puty e e

/ Uso de “secuencia especifica
Ny de oligonucleotidos”

- Reportero 5': Emite
fluorescencia

- Quencher 3': Bloquea emision
de fluorescencia

Actividad 5 nucleasa

Separacién reportero-quencher

Targere gene

Figura 10. Las sondas TagMan estan formadas por un fluoroforo VIC o FAM (reportero) y un
desactivador de fluorescencia (Quencher). Cada sonda hibrida con la regién de ADN de interés, la cual
es amplificada por un par de oligonucleétidos especificos. A medida que la enzima Tag-polimerasa
sintetiza la cadena en sentido 3'-5', su actividad exonucleasa 5'-3' escinde la sonda TagMan hibridada
al ADN. La escicion de la sonda separa el reportero del desactivador, permitiendo la emisién de
fluorescencia. La fluorescencia detectada es directamente proporcional a la cantidad de fluoréforo
liberado y, por lo tanto, a la cantidad de ADN de interés presente en el producto de PCR. (Tamay de D.
et al. 2013).

Los cuatro SNP evaluados del gen IL-17 fueron: rs8193037 (-121G/A), rs2275913 (-
197G/A), rs3819024 (-444A/G), y rs8193036 (-737T/C), también identificados como
C__25598363_10, C__15879983_10, C_ 11545877_10, y C__ 1799585 10
respectivamente (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las condiciones usadas para
la amplificacion fueron las siguientes: Pre-PCR (1 ciclo); 50°C/2 minutos y 95°C/ 8
minutos, seguido por 40 ciclos de PCR; desnaturalizacion a 95°C/15 segundos, un
alineamiento y extension a 60°C/1 minuto. Todas las muestras evaluadas fueron

genotipificadas dos veces, la reproducibilidad fue del 100%.
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Analisis estadistico

Para evaluar la asociaciéon de un polimorfismo con la enfermedad de interés se
construy6 una tabla de contingencia. En el contexto de variantes genéticas, las tablas
de contingencia son una herramienta fundamental para conocer la influencia que tiene
el SNP estudiado sobre la enfermedad de interés. El analisis mediante tablas de
contingencia compara las exposiciones de los sujetos enfermos con las exposiciones
de los controles, se contrasté la hip6tesis de asociacion mediante una prueba de X2y
se calcul6 la razén de momios (OR por sus siglas en inglés odd ratio) (cociente entre
la probabilidad de enfermar y la probabilidad de no enfermar) de cada genotipo para
cuantificar la magnitud de la asociacion (Gonzélez Ruiz 2017). Asi, los analisis de
asociacion se realizaron por separado para cada uno de los SNPs, comparando las

frecuencias alélicas y genotipicas entre casos y controles y usando la prueba de Chi-

cuadrada (X?) con el software FINETTI (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl), bajo

tres modelos de herencia (codominante, dominante y recesivo). El programa Epidat
Version 3.1 (http://www.epidata.dk) fue usado para calcular el OR e intervalo de
confianza (IC 95%), y para identificar cualquier asociacion entre cada genotipo y la
enfermedad (LES y/o AR), una p <0.05 fue considerada como estadisticamente
significativa, los valores de p se corrigieron por comparaciones multiples utilizando el

método de Bonferroni.

El programa Haploview 4.2 (Broad Institute of Massachusetts Institute of Technology
and Harvard University, Cambridge, MA, USA, Haplnstall.exe), fue usado para realizar

estimaciones de desequilibrio de ligamiento (LD) entre polimorfismos, determinacién
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de frecuencias y construccion de bloques de haplotipos. El poder estadistico de este
estudio se obtuvo con el programa QUANTO (V.1.2.4).

https://softadvice.informer.com/Quanto_Software). Este programa toma en cuenta las

siguientes variables: disefio de estudio: caso-control, tamafio de la muestra: 501
pacientes con AR, y 367 pacientes con LES, nivel de significancia: p=0.05, modelo de
herencia: recesivo, frecuencia alélica correspondiente a cada uno de los alelos de
menor frecuencia de los 4 SNP estudiados, prevalencia de LES y/o AR y un OR de 2.
La prediccion del efecto de cada uno de los SNP de IL-17A fue llevada a cabo mediante
pruebas  bioinformaticas con el software SNP  Function Prediction

(http://snpinfo.niehs.nih.gov/snpfunc.htm).
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RESULTADOS

Caracteristicas de los participantes

Se captaron 501 pacientes con AR, 367 pacientes con LES y 499 sujetos sin
antecedentes de enfermedades inflamatorias y EA, estos ultimos fueron utilizados
como controles. Todos los participantes, tanto casos (AR y LES) como controles fueron
mujeres. La tabla 4 muestra algunos rasgos demogréficos de los 3 grupos estudiados.
Para los pacientes con LES, el promedio de edad fue de 38 + 12 afios, para los
pacientes con AR fue de 51 £+ 14 afios y para las personas control fue de 52.7 £ 7.9
afos. De los 367 pacientes con lupus, se tuvo acceso a 218 expedientes clinicos, se

encontré que el 45 % de ellos (98 pacientes) presentaron NL (nefritis IUpica).
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Tabla 4. Distribucion demografica en pacientes con AR, LES e individuos sanos

Control n (%) AR n (%) LES n (%)
Total | 499 (100) 501 (100) 367 (100)
Edad (sd) | 52.7+7.9 51+14 38+12
LN/no-LN | _ - - 98 (45)/120 (55)

AR: artritis reumatoide .  LES: Lupus eritematoso sistémico DS: Desviacion estandar

NL: Nefritis Lupica

Poder estadistico y Equilibrio de Hardy-Weinberg
El poder estadistico fue determinado para cada uno de los SNP evaluados. La tabla 5

muestra estos resultados.

La distribucion genotipica para cada uno de los SNP de IL-17A tanto en casos como

en controles estuvieron en equilibrio de Hardy—Weinberg (p > 0.05).

rs8193037 A (6%) -121 99.9 % 99.5 %
rs2275913 A (6%) -197 99.7 % 98.5 %
rs3819024 G (6%) -444 99.8 % 98.8 %
rs8193036 C (6%) =737 99.8 % 98.8 %

Tabla 5. Célculo del poder estadistico para cada SNP evaluado
*MAF: Alelo de menor frecuencia segun el Proyecto 1000 genomas

Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP -121G/A, -197G/A, -444AIG vy -
734T/C de IL-17A en pacientes con AR/LES y anélisis de asociacion
Las frecuencias genotipicas y alélicas de los 4 SNP de IL-17A evaluados en pacientes

con AR y sujetos control se presentan en la tabla 5. Los datos muestran que tanto las
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frecuencias genotipicas como las alélicas entre estos dos grupos fueron similares. Los
genotipos heterocigotos; GA para el SNP -121 y TC para el SNP -737, se encontraron
en una mayor frecuencia en pacientes con AR que en sujetos control (16.4% vs. 12.8%
y 32.3% vs. 29.1%, respectivamente), por el contrario, para los genotipos GA del SNP
-197 y AG del SNP -444, ocurren con mayor frecuencia en sujetos control que en
pacientes con AR (27.9% vs. 23.8% y 26.7% vs. 24.4%, respectivamente). Sin
embargo, a pesar de estas diferencias en la frecuencias no se detectdé ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y los pacientes con AR
bajo los modelos de herencia codominante, dominante y recesivo, indicando que los
SNP -121G/A, -197G/A, -444A/G y -737T/C de IL-17A no son factores de riesgo para

AR (Tabla 6).

Resultados similares se obtuvieron en pacientes con LES y sujetos control, la tabla 6
muestra que respecto al SNP -121G/A, el genotipo GG se encuentra mayormente en
sujetos control que en pacientes con LES (86.2% vs. 82.3%, respectivamente),
mientras, el genotipo GA este se encuentra con mayor frecuencia en sujetos con LES
gue en sanos (16.9% vs. 12.8%, respectivamente), ademas el alelo A es también mas
frecuente en sujetos con LES que en controles (9.3% vs. 7.4%, respectivamente). Para
el SNP -737T/C, los andlisis exhibieron frecuencias muy parecidas, el genotipo TT
mostrod ser mas frecuente en sujetos control que en pacientes con LES (65.3% vs.
63.2%, respectivamente), mientras, el genotipo TC y el alelo C (alelo de menor
frecuencia) se encontraron con mayor frecuencia en sujetos con LES versus controles
(30.2% vs. 29.1%, y 21.7% vs. 20.1%, respectivamente). Las frecuencias genotipicas

y alélicas para los SNP -197G/A y -444A/G fueron similares entre casos y controles, y
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aunque se observaron algunas frecuencias relativamente diferentes, estas no
mostraron significancia estadistica. Asi, el genotipo GA del SNP -197 y el genotipo AG
del SNP -444 mostraron ser mas frecuentes en el grupo control que en el grupo de
sujetos con LES (27.9% vs. 22.9%, y 26.7% vs. 23.5%, respectivamente). Al igual que
para AR, en LES no se encontré asociacién de ninguno de los 4 SNP (-121G/A, -
197GI/A, -444AI/G y -737T/C) bajo los modelos codominante, dominante y recesivo, a
excepcion del SNP -121G/A, el cual mostré una asociacion con la enfermedad (OR:
2.32, p=0.043), sin embargo, esta se perdioé después de hacer correccion por la prueba

de Bonferroni (Tabla 7).
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Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP -121G/A, -197G/A, -444A/G y de -737T/C
de IL-17A y analisis de asociacion en pacientes con AR en individuos sanos.

AR Control OR
SNP Modelo Genotipo n (%) n (%) 95% IC p
o alelo
-121 Codominante GG 415 (82.8) 430 (86.2)
rs8193037 GA 82 (16.4) 64 (12.8) 1.32(0.93-1.89) 0.11
AA 4(0.8) 5(@)
G 912 (91) 924 (92.6)
A 90 (9) 74 (7.4) 1.23 (0.89 - 1.69) 0.20
Dominante GG 415 (82.8) 430 (86.2)
GA+AA 86 (17.2) 69 (13.8) 0.96 (0.67 - 1.37) 0.83
Recesivo GG+GA 497 (99.2) 494 (99)
AA 4 (0.8) 5(@1) 0.79 (0.21 - 2.97) 0.73
-197 Codominante GG 370 (73.8) 351 (70.3)
rs2275913 GA 119 (23.8) 139 (27.9) 0.81 (0.61 - 1.08) 0.15
AA 12 (2.4) 9(1.8)
G 859 (85.7) 841 (84.3)
A 143 (14.3) 157 (15.7) 0.89 (0.69 - 1.14) 0.36
Dominante GG 370 (73.8) 351 (70.3)
GA+AA 131 (26.2) 148 (29.7) 0.83 (0.63 - 1.10) 0.21
Recesivo GG+GA 489 (97.6) 490 (98.2)
AA 12 (2.4) 9 (1.8) 1.33 (0.55 - 3.19) 0.51
-444 Codominante  AA 363 (72.4) 357 (71.5)
rs3819024 AG 122 (24.4) 133 (26.7) 0.81 (0.61 - 1.08) 0.15
GG 16 (3.2) 9 (1.8)
A 848 (84.6) 847 (84.9)
G 154 (15.4) 151 (15.1) 0.89 (0.69 - 1.14) 0.36
Dominante AA 363 (72.4) 357 (71.5)
AG+GG 138 (27.6) 142 (28.5) 0.95 (0.72 - 1.25) 0.74
Recesivo AA+GA 485 (96.8) 490 (98.2) 0.55 (0.24 - 1.27) 0.15
GG 16 (3.2) 9(1.8)
=737 Codominante TT 323 (64.5) 326 (65.3)
rs8193036 TC 162 (32.3) 145 (29.1) 1.12 (0.85 - 1.48) 0.38
CcC 16 (3.2) 28 (5.6)
T 808 (80.6) 797 (79.9)
C 194 (19.4) 201 (20.1) 0.95 (0.76 - 1.18) 0.66
Dominante TT 323 (64.5) 326 (65.3)
TC+CC 178 (35.5) 173 (34.7) 1.03 (0.80 - 1.34) 0.77
Recesivo TT+TC 485 (96.8) 471 (94.4) 0.55 (0.29 - 1.04) 0.06
CcC 16 (3.2) 28 (5.6)

OR: odds ratio. Cl: intervalo de confianza
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Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP -121G/A, -197G/A, -444A/G y de -737T/C
de IL-17A y analisis de asociaciéon en pacientes con LES en individuos sanos.

LES Control OR
SNP Modelo Genotipo n (%) n (%) 95% IC p
o alelo
-121 Codominante GG 302 (82.3) 430 (86.2)
rs8193037 GA 62 (16.9) 64 (12.8) 1.37 (0.94 - 2.01) 0.09
AA 3(0.8) 5()
G 666 (90.7) 924 (92.6)
A 68 (9.3) 74 (7.4) 1.27 (0.90 - 1.79) 0.16
Dominante GG 302 (82.8) 430 (86.2)
GA+AA 65 (17.7) 69 (13.8) 1.34 (0.92 - 1.94) 0.11
Recesivo GG+GA 364 (99.2) 494 (99)
AA 3(0.8) 5(@1) 0.81 (0.19-3.42) 0.77
-197 Codominante GG 268 (73) 351 (70.3)
rs2275913 GA 84 (22.9) 139 (27.9) 0.79 (0.57 - 1.08) 0.14
AA 15 (4.1) 9(1.8)
G 620 (84) 841 (84.3)
A 114 (15.5) 157 (15.7) 0.98 (0.75 - 1.28) 0.90
Dominante GG 268 (73) 351 (70.3)
GA+AA 99 (27) 148 (29.7) 0.87 (0.64 - 1.18) 0.38
Recesivo GG+GA 352 (95.9) 490 (98.2)
AA 15 (4.1) 9(1.8) 2.32(1.0-5.36) 0.043**
-444 Codominante  AA 268 (73) 357 (71.5)
rs3819024 AG 86 (23.5) 133 (26.7) 0.86 (0.62 - 1.17) 0.35
GG 13 (3.5) 9 (1.8)
A 622 (84.7) 847 (84.9)
G 112 (15.3) 151 (15.1) 1.01 (0.77 - 1.31) 0.94
Dominante AA 268 (73) 357 (71.5)
AG+GG 99 (27) 142 (28.5) 0.92 (0.68 - 1.25) 0.63
Recesivo AA+GA 354 (96.5) 490 (98.2) 1.99 (0.84 - 4.72) 0.10
GG 13 (3.5) 9(1.8)
=737 Codominante TT 232 (63.2) 326 (65.3)
rs8193036 TC 111 (30.2) 145 (29.1) 1.07 (0.79 - 1.45) 0.63
CcC 24 (6.6) 28 (5.6)
T 575 (78.3) 797 (79.9)
C 159 (21.7) 201 (20.1) 1.09 (0.86 - 1.38) 0.44
Dominante TT 232 (63.2) 326 (65.3)
TC+CC 135 (36.8) 173 (34.7) 1.1 (0.82 - 1.45) 0.52
Recesivo TT+TC 343 (93.4) 471 (94.4) 1.17 (0.67 — 2.06) 0.56
CcC 24 (6.6) 28 (5.6)

OR: odds ratio.

Cl: intervalo de confianza.
*p<0.05, estadisticamente significativo. *p= No significante
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Analisis de haplotipos en AR

En casos con AR y controles identificamos 8 haplotipos provenientes de la
combinacion de los 4 SNP de IL-17A, de los cuales, el formado por los alelos TAGG
fue el de mayor frecuencia. Este haplotipo estuvo conformado por los alelos comunes
de los 4 SNP de IL-17A. La frecuencia de este haplotipo en pacientes con AR y en
controles fue idéntica (67.6 % para cada grupo). El resto de haplotipos también se
presentaron en frecuencias similares. De esta manera, ninguno de ellos mostrd
asociacion con AR. La frecuencia de cada haplotipo, el valor de p y valor de pc (valor

corregido con 100,000 permutaciones) se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Frecuencia de haplotipos y analisis de asociacién en AR y sujetos control. El
orden de los alelos fue -737T/C, -444A/G, -197G/A y -121G/A

Haplotipo AR Controles OR 95% IC p pc
(%) (%)

TAGG 67.6 67.6 1 0.83-1.21 0.98 1
TGAG 7.8 8.8 0.87 0.64-1.20 0.41 0.98
CAGG 5.8 7.1 0.8 0.56 —1.15 0.23 0.87
CAGA 6.8 5.9 1.16 0.81 -1.66 0.42 0.98
CGAG 3.7 4.2 0.87 0.56 — 1.37 0.56 0.99
TGGG 2.6 15 1.75 0.92 - 3.32 0.08 0.48
CAAG 1.9 2.2 0.86 0.46 —1.60 0.63 0.99
TAGA 1.9 1.5 1.27 0.64 -251 0.49 0.99

OR: odds ratio.  Cl: intervalo de confianza. p:valorde p
pc: valor de p corregido por 100,000 permutaciones

Andlisis de DL de los alelos de los SNP -737T/C, -444A/G, -197G/A y -121G/A de

IL-17A en pacientes con ARy controles
El andlisis de LD entre los alelos de los 4 SNP de IL-17A en pacientes con AR mostro

valores menores a r?> < 0.8, lo que significa que aunque todos estos polimorfismos se
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encuentran muy cercanos (todos estan localizados en el promotor de IL-17A) no
cosegregan juntos, sino que presentan una segregacion independiente. La figura 11

muestra estos resultados

IL-17rs8193036
IL-17rs3819024
IL-A7rs2275013
IL-17rs8193037

Block 1 (0 kh)

Figura 11. Grafica de LD de los 4 SNP del gen IL17A en casos con AR y controles. Los nimeros
representan el valor de LD. Ningin SNP evaluado en IL-17A esta en LD, por lo que los alelos
cosegregan independiente.

Andlisis de haplotipos en LES

Similar a los datos encontrados en AR, en LES también se identificaron 8 haplotipos,
de los cuales el mas comun es representado por TAGG (este haplotipo contiene los
alelos comunes). Nosotros identificamos el haplotipo TAGA asociado con
susceptibilidad para desarrollar LES (OR =2.43, p= 0.004), su frecuencia fue
significativamente mas alta en el grupo con LES que en el grupo control (3.8% vs.
1.6%, respectivamente), sugiriendo que los individuos portadores de este haplotipo
tienen mayor riesgo de padecer LES. EIl haplotipo TAGA esta formado por 3 alelos
comunes de los siguientes SNP: -737T/C, -444A/G, -197G/A y por el alelo no comun
o de menor frecuencia del SNP -121G/A. La asociacion incluso se conservo después

de realizar una correccién con 100,000 permutaciones (pc = 0.039) (Tabla 9). Es
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importante hacer notar que aunque ningan SNP de IL-17A de manera individual mostré
asociacion con LES, la combinacion de ellos, especificamente, del haplotipo TAGA,
confirié susceptibilidad para esta enfermedad. Los haplotipos restantes no estuvieron

asociados con LES (Tabla 8).

Tabla 9. Frecuencia de haplotipos y analisis de asociacion en LES y sujetos control.
El orden de los alelos fue -737T/C, -444A/G, -197G/A y -121G/A

Haplotipo LES Controles OR 95% ClI p pc
(%) (%)

TAGG 62.6 67.0 0.82 0.67-1.0 0.05 0.31
TGAG 9.2 9.1 1.02 0.73-1.41 0.92 1
CAGG 10.2 7.6 1.38 0.99 - 1.93 0.058 0.36
CAGA 5.6 5.8 0.96 0.64-1.44 0.84 1
CGAG 3.7 4.0 0.91 0.56 — 1.50 0.73 1
TAGA 3.8 1.6 243 1.31-453 0.004* 0.039*
CAAG 1.6 2.2 0.74 0.36 — 1.15 0.40 0.98
TGGG 1.8 1.5 1.18 0.56 - 2.50 0.66 0.99

OR: odds ratio.  Cl: intervalo de confianza. *p: < 0.05 estadisticamente significativo
pc: valor de p corregido por 100,000 permutaciones

Analisis de LD en pacientes con LES y controles

Por otro lado, los alelos de los 4 SNP de IL-17A en pacientes con LES no mostraron
estar en LD (valor de r? < 0.66), indicando nuevamente que aunque estos SNP se
encuentran muy cercanos entre si, no cosegregan juntos. La figura 12 muestra estos

resultados.
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Figura 12. Graficade LD de los 4 SNP del gen IL17A para LES. Los numeros representan el valor de
LD. Ningln SNP evaluado en IL-17A esta en LD, por lo que los alelos cosegregan independiente.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La IL-17, una citocina producida por las células Th17, asi como por otras células del
Sl (sistema inmunoldgico) que juega un papel fundamental en la patogénesis del LES
y la AR (Tabarkiewicz et al. 2015). En estudios previos se ha mostrado que los
pacientes con AR y LES tienen altos niveles de células Th1l7 y concentraciones
elevadas de IL-17 séricas (Al-Saadany et al. 2016; Pavlovic et al. 2014; Niu et al. 2012,
Chen et al. 2012; Liu et al. 2014; Wong et al. 2000; Tanasescu et al. 2010; Chen et al.
2010; Crispin et al. 2008). Estudios adicionales han mostrado una correlacion entre
niveles altos de la IL-17 sérica y actividad de AR y LES, (Dhaouadi et al. 2018; Li et
al. 2015; Abou et al. 2012; Dolff et al. 2010; Chen et al. 2012; Leipe et al. 2010). A
nivel de variantes genéticas tipo SNP, pocos estudios han reportado el papel de estos
polimorfismos localizados en el promotor de IL-17A en pacientes con AR (Pawlik et al.
2015; Carvalho et al. 2016; Shen et al. 2015; Bogunia-Kubik et al. 2015; Nordang et al.

2009; Dhaouadi et al. 2018; Louahchi et al. 2016). Sin embargo, estos estudios no han
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sido concluyentes debido al tamafio y poder estadistico bajo y la ancestria de los casos
y controles. En relacion al LES, hasta ahora solo un estudio ha evaluado el papel de
la variante -197G/A de IL-17A, sin embargo, este reporte fue realizado en nifos,
ademas fue reportado en poblacion egipcia, por lo que tampoco hay resultados
concluyentes de esta variante y su asociacién con esta enfermedad. Debido a esto, el
objetivo de este trabajo fue valorar si alguno de los 4 SNP de IL-17A contribuyen en la
susceptibilidad para AR o LES en una muestra de pacientes Mexicanos provenientes
del Centro del pais. Es importante hacer notar que este trabajo fue llevado a cabo solo
en mujeres, dado que es bien conocido desde el punto de vista epidemioldgico y con
fundamento en la biologia, que las EA se presentan en una mayor frecuencia en
mujeres, con una proporcion de hasta 9:1, comparado con los varones (Ortona et al.
2016; Ngo et al. 2014). Respecto a esto se ha reportado que las hormonas esteroides
sexuales tienen efectos profundos en el Sl y en las EA (Hughes et al. 2014). La AR y
el LES son menos frecuentes en los hombres, los datos sugieren que la testosterona,
el principal andrégeno en varones puede proteger contra las EA aunque los
mecanismos por lo que se lleva a cabo aun permanecen desconocidos (Tedeschi et
al. 2013; Wilhelmson et al. 2018). En modelos murinos existen evidencias de la
influencia de los estrégenos sobre las células del SI, mientras que en humanos se ha
visto que los linfocitos de pacientes con LES presentan mayor produccion de
anticuerpos anti-DNA al ser tratados con estrogenos exdgenos, en tanto que el uso de
testosterona reduce su produccion, sugiriendo la participacion de las hormonas
femeninas en el desarrollo de estas patologias (Jadue N et al. 2012). De manera
importante, varios estudios han mostrado que ciertas variantes genéticas, tales como

la C1858T (R620W; cambio del aminoacido arginina por triptéfano en la posicion 620
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de la proteina) del gen PTPN22, el cual codifica para la proteina Lyp y tiene como
funcién inhibir la activacién del TCR (receptor de células T), se encuentra Unicamente
en mujeres, de esta manera, la presencia del alelo T se afecta la activacion de la
células T y B, por lo que solo causa susceptibilidad para AR o0 EG (Rincén J et al. 2016;
Lépez-Cano et al. 2017). Otro ejemplo lo representa el gen de TNF-a, algunas
variantes tipo SNP localizadas en su promotor y que causan susceptibilidad para LES
solo se encuentran presentes en las mujeres y no en los varones (Ramirez-Bello et al.

2018).

Respecto a nuestros datos identificados en AR, estos indican que ninguno de los SNP
de IL-17A esté asociado con susceptibilidad para esta enfermedad bajo ningin modelo
genético (codominante, dominante o recesivo), sin embargo, en algunos otros trabajos
si se ha reportado la existencia de asociacion con esta patologia, aunque los
resultados han sido controversiales ya que los hallazgos no han podido ser replicados
en las diferentes poblaciones estudiadas. Especificamente, el SNP -197G/A ha sido el
mas estudiado en distintas poblaciones incluyendo la de Tunez, Algeria, Polonia,
Brasil, y Turquia, donde no se reporté ninguna asociacion con la enfermedad
(Dhaouadi T et al. 2018; Marwa O et al. 2017; Louahchi S et al. 2017; Pawlik A et al.
2016; Carvalho C et al. 2016; Erkol E et al. 2015). No obstante, en un estudio realizado
en poblacion noruega fue reportado que este mismo SNP estd asociado con

susceptibilidad para AR (p= 0.002) (Nordang et al. 2009).

75



Respecto de los otros SNP, el -444A/G y -737T/C han sido evaluados solo en poblacion
china y noruega, en la primera poblacion el SNP -444G mostro una débil asociacion
con proteccion para AR bajo el modelo recesivo (p=0.048, OR 0.77), mientras que el
alelo -737C estuvo asociado con susceptibilidad (p=0.01, OR 1.25), sin embargo,
ninguno valor de p fue corregido (Shen et al. 2015). Mientras, en la poblacion noruega,
ninguno de los dos SNP (-444A/G y -737T/C) fueron un factor de riesgo para AR
(Nordang et al. 200). Un estudio recientemente publicado en nuestra poblacion por
Garcia de la Pefia y cols., identificaron una asociacién del SNP -197G/A de IL-17A con
susceptibilidad para AR en pacientes mexicanos (Garcia de la Pefia et al. 2017). Sin
embargo, en este trabajo nosotros no identificamos ninguna asociacion entre esta
variante y susceptibilidad para AR, sugiriendo que este polimorfismo no es un factor
de riesgo para esta EA en nuestra poblacion. Nuestros resultados difieren del estudio

realizado por Garcia de la Pefa y cols., en 3 puntos principales:

1. La frecuencia del alelo -197A (alelo de menor frecuencia). Nosotros
encontramos un porcentaje de 14.3% para los casos con AR y de 15.7% para
los controles, mientras que Garcia de la Pefia y cols., identificaron una
frecuencia del 15% en los pacientes con AR y del 3% en los sujetos control. En
2015, el grupo de Vargas-Alarcon y cols., identificaron una frecuencia similar en
sus controles (los cuales comparten varias caracteristicas con los nuestros) a
la que nosotros encontramos en nuestra misma poblacion para el alelo menos
comun del SNP -197G/A, pues reportaron una frecuencia del 19% en 667
individuos de origen mexicano, sin embargo, la frecuencia reportada por Garcia

de la Pefia y cols (Garcia de la Pefia et al. 2017), es muy diferente a la

76



identificada en nuestro estudio y al reportado previamente por Vargas-Alarcén

y cols. (Vargas-Alarcon et al. 2015).

. El tamafio de la muestra utilizada por Garcia de la Pefia y cols., fue de 76
pacientes con AR y 94 controles, mientras que nosotros evaluamos 501
pacientes con AR y 499 sujetos sanos. Con nuestros tamafio de muestra
obtuvimos un poder estadistico del 97.7% en nuestro estudio, por lo que nuestro

reporte es muy robusto desde el punto de vista estadistico.

. La metodologia implementada. Nosotros llevamos a cabo este trabajo mediante
el ensayo de genotipificacion con sondas TaqMan, la discriminacién alélica fue
realizada por duplicado obteniéndose el 100% de reproducibilidad, por el
contrario, en el estudio de Garcia de la Pefia la metodologia utilizada fue PCR-
RFLP  (Polymerase Chain  Reaction-Restriction  Fragment Length
Polymorphism) y analisis de secuenciacion, que consistido en una amplificacion
del fragmento de DNA de interés, seguido por una digestion con enzimas de

restriccion.

Por otro lado, los resultados obtenidos de los SNP -121G/A, -197G/A, -444A/G, y -

737T/C para los casos con LES en nuestro estudio, indican que tampoco son factores

de riesgo para esta enfermedad, y aunque el alelo -197A confirio riesgo para LES bajo

el modelo recesivo (OR 2.32, p=0.043), cuando se corrigi6 con la prueba de Bonferroni,

no se observo ninguna asociacion con esta variante. Nosotros también evaluamos

estas mismas variantes con NL (nefritis lapica), nuestros datos indicaron que estas

77



variantes no estan asociadas con este rasgo de gravedad en pacientes con LES. Asi,
nuestros datos concuerdan con lo reportado por Hammad y cols., quienes no
identificaron ninguna asociacion del SNP -197G/A con susceptibilidad para LES juvenil
o con LN (Hammad et al. 2016). Sin embargo, debemos tener precaucién dado el

tamano de la muestra evaluada con datos de NL y no NL.

El analisis de combinaciones alélicas nos permitié identificar al haplotipo TAGA
asociado con susceptibilidad para LES (OR 2.43, p=0.004) - incluso después de la
correccion por 100,000 permutaciones (OR 2.43, p=0.039). Este haplotipo esta
formado por los 3 alelos comunes de los SNP -737T/C, -444A/G, -197G/Ay el alelo no
comun del polimorfismo -121G/A. La asociacion de este haplotipo con susceptibilidad
para LES, muestra que la presencia individual de cada uno de los 4 SNP de IL-17A no
son suficientes para conferir susceptibilidad para LES, sin embargo, la combinacion
alélica de los 4 SNP evaluados en este estudio e identificada en el haplotipo TAGA,
indica que la combinacion de alelos es importante en la susceptibilidad para LES, pero

no para LN.

Respecto al efecto funcional de los alelos de los SNP de IL-17A hasta el momento es
practicamente desconocido, y solo un estudio ha mostrado el efecto del alelo menos
comun del SNP -197G/A sobre la expresion de este gen. Los estudios in vitro llevados
a cabo por Espinoza y cols., mostraron que las CMN (células mononucleares)
estimuladas con fitohemaglutinina de individuos sanos, las cuales llevan el alelo -197A,
produjeron significativamente mayor cantidad de IL-17 que aquellos sujetos sin el alelo

-197A. De esta manera, en su estudio identificd que los genotipos -197G/A y -197A/A
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correlacionaron con altos niveles de IL-17A sérica. Ademas, el ensayo de gen
reportero mostré que el alelo -197A indujo una actividad méas alta del gen de la
luciferasa que el alelo -197G, quedando de manifiesto la potencial relevancia funcional
del SNP -197G/A. Es importante mencionar que aunque esta variante ha sido la
principalmente evaluada en AR 0 en otras EA, en nuestro estudio (asi como en otros),

no se observo ninguna asociacién con de esta variante con AR ni LES.

Por otro lado, se ha sugerido que alguno de los dos alelos del SNP -121G/A puede
afectar en la metilacién del DNA, sin embargo, hasta hoy no hay estudios funcionales
gue lo demuestren (Kim et al. 2011). En este trabajo nosotros mostramos que el alelo
-121A, cuando esta en combinacion con los tres alelos de mayor frecuencia para los
SNPs -737T, -444A y -197G, confiere riesgo para LES (aunque no a nivel de SNP
individual). Cabe mencionar que el estudio de Vargas-Alarcon y cols., también
identificd el haplotipo TAGA asociado con enfermedad arterial coronaria (CAD), este
mismo haplotipo mostré6 asociacion con LES en nuestro estudio. Otra similitud de
nuestro trabajo con el de Vargas-Alarcon y cols., es que tampoco encontraron una
asociacion de ningun SNP (ellos evaluaron los mismo SNP de IL-17A que nosotros)
de IL-17A de manera individual con CAD, la asociacién reportada solo se observé con
el haplotipo TAGA. (Vargas-Alarcon et al. 2015). Asi, nuestros resultados demuestran
gue la presencia del haplotipo TAGA confiere una mayor susceptibilidad para
desarrollar LES, lo que sugiere que esta combinacién podria contribuir potencialmente
al desarrollo de esta la enfermedad. Es importante mencionar que no obstante, se

requieren de investigaciones adicionales para definir la importancia de este haplotipo
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(asi como del efecto funcional de la combinacion de alelos sobre la expresion génica)

y su asociacién con LES en otras poblaciones.

Algunas de las limitaciones de nuestro estudio son los siguientes:

a)

b)

Marcadores informativos de ancestria (AIM, del inglés ancestry-informative
markers). Dado que no se incluyeron AIM, esto podria introducir sesgos a
nuestros datos, debido a la mezcla de grupos étnicos presentes en la ciudad de
México, los cuales tienen una proporcion de aproximadamente 65, 30 y 5% para
la ancestria amerindia, europea Yy africana, respectivamente (Martinez-
Marignac et al. 2007). Sin embargo, la distribucién de genotipos en nuestros
casos y controles mostraron estar en HWE, por lo que nuestros datos son

confiables.

Ausencia de analisis de datos clinicos y serolégicos. Debido a que nosotros no
pudimos reportar la presencia de diversos rasgos clinicos para AR o LES
(excepto NL), nosotros no podemos descartar si los 4 SNP de IL-17A estan
asociados con rasgos clinicos de AR o LES. Adicionalmente, dado que nosotros
tampoco pudimos obtener datos de anticuerpos anti-FR, ACPA, anti-DNAdCc,
ect., no podemos concluir si estas variantes de IL-17A estan asociados con

estos rasgos.
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CONCLUSIONES

Las variantes -737T/C, -444A/G, -197G/A, y -121G/A de IL-17A estan en
equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en casos como en controles.

Los SNP -737T/C, -444A/G, -197G/A, y -121G/A de IL-17A no son factores de
riesgo para AR, para LES ni para NL.

El haplotipo TAGA se asocia con susceptibilidad para LES, pero no para AR o
NL.

Este es el primer estudio a nivel mundial que reporta una asociaciéon del

haplotipo TAGA de IL-17A con susceptibilidad a LES.
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PERSPECTIVAS

Debido a la influencia que tiene el SNP -121A del haplotipo TAGA y a su asociacion
con LES, es necesario llevar a cabo estudios funcionales que indiquen la participacion

gue tiene este alelo sobre la expresion de IL-17A.
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1 | INTRODUCTION

Interleukin 17A (IL-17A) is a proinflammatory protein thatis pro- duced
primarily by T helper 17 (Th17) cells that induces the synthesis of other
pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor and IL-1f.1

This cytokine promotes the recruitment of monocytes

Abstract

Aim: Recent studies highlight the importance of the interleukin (IL)-17A cytokine in
systemic lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid arthritis (RA). There are also reports
of associations between some single nucleotide polymorphisms (SNPs) in /L-17Aand RA
but not SLE. Notably, these findings have not been replicated in all studied populations.
The aim of this study was to investigate whether the IL-17A

-737 T/C (rs8193036), -444A/G (rs3819024), -197G/A (rs2275913), and -121G/A
(rs8193037) SNPs conferred susceptibility to SLE (or lupus nephritis) or to RA in a
Mexican population.

Methods: The study included 1367 Mexican subjects, 501 with RA, 367 with SLE, and
499 healthy controls. IL.-17A was genotyped using a TagMan 5’ allelic discrimina- tion
assay.

Results: Our results showed that the /L-17A -737 T/C, -444A/G, -197G/A, and
-121G/A SNPs had similar genotype and allele frequencies in patients with SLE (or lupus
nephritis) or RA and in controls. However, an /l-17A haplotype (TAGA) showed an
association with SLE susceptibility (odds ratio 2.43, P = 0.004) but not with RA
susceptibility.

Conclusions: These results confirm that the /L-17A -737T/C, -444A/G, -197G/A, and
-121G/ASNPs are not risk factors for RA, but the IL.-17ATAGA haplotype is a risk factor
for SLE. This is the first report to document an association between /L-17A and SLE

susceptibility in adults.

KEYWORDS
haplotype, IL-17A, rheumatoid arthritis, single nucleotide polymorphism, susceptibility,

systemic lupus erythematosus

and neutrophils and enhances the production of chemokines and in-
flammatory cytokines.? Interestingly, IL-17 plays an important role in
the physiopathology of systemic lupus erythematosus (SLE) and
rheumatoid arthritis (RA).>* For example, the proportio®@5of Th17
cells and the serum levels of IL-17 are higher in SLE patients than in

healthy individuals.>® In addition, high serum levels of IL-17 are
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TA B L E 1 Demographic distribution in healthy individuals and
RA and SLE patients

Control n (%) RA n (%) SLE n (%)
Total 499 (100) 501 (100) 367 (100)
Age £ SD 52.7+7.9 51+14 38+ 12
LN/non-LN - - 98 (45)/120
(55)
ANA +/- - - 198 (90.8)/20
(8.8)

ANA, antinuclear antibodies; LN, lupus nephritis; RA, rheumatoid arthri- tis;
SD, standard deviation; SLE, systemic lupus erythematosus.

associated with active lupus nephritis (LN).® Notably, IL-17 and Th17
cells are found at higher levels in the serum or plasma of RA patients
compared to controls, and IL-17 levels have been correlated with RA
activity.”10

Genetic studies have evaluated the roles of several single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the /L-17A gene with RA
susceptibility or activity,'®?° but the results have been con-
troversial and unclear. In addition, the /L-17A -197G/A SNP was
recently reported to confer RA susceptibility in a Mexican
population, but the study had a small sample size and low
statistical power.?° To our knowledge, no studies have inves-
tigated the roles of IL-17A SNPs and their relationships with SLE
susceptibility in adult patients; however, one study in Egyption
pediatric patients with SLE identified no associations with the /L-
17A -197G/A SNP.?! Thus, the aim of our study was to determine
whether the IL-17A -121G/A, -197G/A, -444A/G, and -737T/C SNPs

are risk factors for RA or SLE in a Mexican population.

1 | MATERIAL SAND METHODS

1.1 | Subjects

We recruited 1367 unrelated Mexican participants for this study: 501
patients with RA, 367 patients with SLE, and 499 healthy controls. All
of the healthy individuals and patients with RA or SLE who were
included in this study were women and were over 18 years of age.
The RA patients were diagnosed according to the 2010 American
Colege of Rheumatology — European League Against Rheumatism
(ACR-EULAR) criteria,?? and the patients with SLE were classified
according to the 1997 ACR criteria.?® The study also included LN data
for 218 patients with SLE: 120 with- out LN and 98 with LN. The
control group was selected randomly from Central Mexico and
consisted of healthy subjects with no history of autoimmune or
inflammatory diseases. This study was conducted according to the
ethics guidelines of the Declaration of Helsinki and was approved by
the ethics, research, and biosecurity committees of Hospital Juarez
de México (HIM 2490/14-B, and HJM 2323/14-B). Written informed

consent forms were signed by all participants.

1.2 | Genomic DNA extraction

Blood samples (4 mL) were collected from the patients with RA and SLE
and from controls into tubes containing ethylenediaminetet- raacetic
acid. Leukocytes were removed by centrifugation, and the DNA was
isolated using a slightly modified version of the standard method, which

involves proteinase K digestion and salification.?*

1.3 | Genotyping

The genotypes were determined by an allelic discrimination assay that
used TagMan probes and a CFX96 Touch™ Real-Time Polymerase Chain
Reaction (PCR) Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Four IL.-17A SNPs were evalu-
ated, namely rs8193037 (-121G/A), rs2275913 (-197G/A), rs3819024 (-
444A/G), and rs8193036 (-737T/C), also termed C__25598363_10,
C__15879983_10, C__11545877_10, and C__1799585_10, respec-
tively (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The PCR conditions
used for amplification were as follows: 50°C for 2 minutes and 95°C for
8 minutes, followed by 40 cycles of denaturing at 95°C for 15 seconds,
and annealing and extension at 60°C for 1 minute. We genotyped the

samples twice and the reproducibility was 100%.

1.4 | Statistical analysis

All of the SNPs investigated in this study were tested for Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) in cases and controls. The associations of
the IL-17A SNPs with the diseases was determined by comparing the
allele and genotype frequencies between the two groups (patients vs
controls) using the Chi-square test and FINETTI Software (https://ihg.
gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl.) Haploview 4.2 software (Broad Institute of
Massachusetts Institute of Technology and Harvard University,
Cambridge, MA, USA) was used to conduct the haplotype analysis and
to determine linkage disequilibrium (LD). P < 0.05 was considered sta-
tistically significant. The statistical power of this study was estimated
using QUANTO software (V.1.2.4) (http://biostats.usc.edu/cgi-bin/
DownloadQuanto.pl). We also evaluated the genetic associations be-
tween IL-17A SNPs and RA or SLE susceptibility using three genetic

models (codominant, dominant, and recessive models).

2 | RESULTS

21 | Characteristics of the participants

The demographic and clinical characteristics of the subjects are summa-
rized in Table 1. The mean age was 38 (+12) years for patients with SLE,
51 (+14) years for patients with RA, and 52.7 (+7.9) in the control group.

22 | Association analysisin patients with
RA andSLE

The statistical power of our study was 97.7% under a recessive
model, taking into account the A allele of the /L-17A -121G/A SNP.
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The distribution of the genotypes of the 4 IL-17A SNPs were in HWE
in patients with SLE and with RA and in controls (P > 0.05; data not
shown). The genotype and allele frequencies of IL-17A

-121G/A, -197G/A, -444A/G, and -737T/C in RA patients were
similar to those in controls; thus, we detected no significant differ-
ences under the codominant, dominant, or reccessive models. This
suggests that the IL.-17A -121G/A, -197G/A, -444A/G, and -737T/C

Rheumatic Diseases m_Wl LEYJ_s
SNPs are not risk factors for RA (Table 2). The results were simi- lar
in SLE patients and controls. However, under the reccessive model,
there was an association between the /IL-17A -197G/A SNP and SLE
(odds ratio [OR]: 2.32, 95% Cl 1.0%-5.36%, P = 0.043).

This association was lost after Bonferroni correction (Table 3). In
addition, we found no association between the SNPs and LN (data not

shown).

TA B L E 2 Genotypic and allelic frequencies of the IL-17A-737T/C, -444A/G, -197G/A, and -121G/A polymorphisms and association

analysis in patients with RA and healthy individuals

RA Control OR
Genotype or
SNP Model allele n (%) n (%) 95% ClI P
121 Codominant GG 415 (82.8) 430 (86.2)
rs8193037 GA 82 (16.4) 64 (12.8) 1.32 (0.93-1.89) 0.11
AA 4(0.8) 5(1)
912 (91) 924 (92.6)
A 90 (9) 74 (7.4) 1.23 (0.89-1.69) 0.20
Dominant GG 415 (82.8) 430 (86.2)
GA+AA 86 (17.2) 69 (13.8) 0.96 (0.67-1.37) 0.83
Recessive GG+GA 497 (99.2) 494 (99)
AA 4(0.8) 5(1) 0.79 (0.21-2.97) 0.73
-197 Codominant GG 370 (73.8) 351 (70.3)
rs2275913 GA 119 (23.8) 139 (27.9) 0.81 (0.61-1.08) 0.15
AA 12 (2.4) 9 (1.8)
859 (85.7) 841 (84.3)
143 (14.3) 157 (15.7) 0.89 (0.69-1.14) 0.36
Dominant GG 370 (73.8) 351 (70.3)
GA+AA 131 (26.2) 148 (29.7) 0.83 (0.63-1.10) 0.21
Recessive GG+GA 489 (97.6) 490 (98.2)
AA 12 (2.4) 9 (1.8) 1.33 (0.55-3.19) 0.51
-444 Codominant AA 363 (72.4) 357 (71.5)
rs3819024 AG 122 (24.4) 133 (26.7) 0.81 (0.61-1.08) 0.15
GG 16 (3.2) 9(1.8)
848 (84.6) 847 (84.9)
154 (15.4) 151 (15.1) 0.89 (0.69-1.14) 0.36
Dominant AA 363 (72.4) 357 (71.5)
AG+GG 138 (27.6) 142 (28.5) 0.95 (0.72-1.25) 0.74
Recessive AA+GA 485 (96.8) 490 (98.2) 0.55 (0.24-1.27) 0.15
GG 16 (3.2) 9(1.8)
737 Codominant T 323 (64.5) 326 (65.3)
rs8193036 TC 162 (32.3) 145 (29.1) 1.12 (0.85-1.48) 0.38
cc 16 (3.2) 28 (5.6)
T 808 (80.6) 797 (79.9)
@ 194 (19.4) 201 (20.1) 0.95 (0.76-1.18) 0.66
Dominant TT 323 (64.5) 326 (65.3)
TC+cC 178 (35.5) 173 (34.7) 1.03 (0.80-1.34) 0.77
Recessive TT+TC 485 (96.8) 471 (94.4) 0.55 (0.29-1.04) 0.06
cc 16 (3.2) 28 (5.6)

Cl, confidence interval; OR, odds ratio; RA, rheumatoid arthritis; SNP, single nucleotide polymorphism.
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1.1 | Haplotype analysis

Allele combinations of the IL-17A -121G/A, -197G/A, -444A/G, and
-737T/C SNPs showed eight haplotypes for RA (Table 4) and for SLE
(Table 5). No haplotype showed an association with RA (Table 4), but

the IL-17A TAGA haplotype showed an association with SLE suscep-
tibility (OR = 2.43, P = 0.004; Table 5). The IL.-17A TAGA haplotype was
formed by three major alleles (-737T, -444A, and -197G) and by the
minor allele of the IL-17A -121A polymorphism. The associa- tion of the
IL-17A TAGA haplotype and the risk of SLE remained after

TA B L E 3 Genotypic and allelic frequencies of the IL-17A-737T/C, -444A/G, -197G/A, and -121G/A polymorphisms and association

analysis in patients with SLE and healthy individuals

SLE Control
Genotype or
SNP Model allele n (%) n (%) 95% Cl P
-121 Codominant GG 302 (82.3) 430 (86.2)
rs8193037 GA 62 (16.9) 64 (12.8) 1.37 (0.94-2.01) 0.09
AA 3(0.8) 5(1)
G 666 (90.7) 924 (92.6)
68 (9.3) 74 (7.4) 1.27 (0.90-1.79) 0.16
Dominant GG 302 (82.8) 430 (86.2)
GA+AA 65 (17.7) 69 (13.8) 1.34 (0.92-1.94) 0.11
Recessive GG+GA 364 (99.2) 494 (99)
AA 3(0.8) 5(1) 0.81 (0.19-3.42) 0.77
-197 Codominant GG 268 (73) 351 (70.3)
rs2275913 GA 84 (22.9) 139 (27.9) 0.79 (0.57-1.08) 0.14
AA 15 (4.1) 9 (1.8)
620 (84) 841 (84.3)
114 (15.5) 157 (15.7) 0.98 (0.75-1.28) 0.90
Dominant GG 268 (73) 351 (70.3)
GA+AA 99 (27) 148 (29.7) 0.87 (0.64-1.18) 0.38
Recessive GG+GA 352 (95.9) 490 (98.2)
AA 15 (4.1) 9 (1.8) 2.32 (1.0-5.36) 0.0432
-444 Codominant AA 268 (73) 357 (71.5)
rs3819024 AG 86 (23.5) 133 (26.7) 0.86 (0.62-1.17) 0.35
GG 13 (3.5) 9(1.8)
622 (84.7) 847 (84.9)
G 112 (15.3) 151 (15.1) 1.01 (0.77-1.31) 0.94
Dominant AA 268 (73) 357 (71.5)
AG+GG 99 (27) 142 (28.5) 0.92 (0.68-1.25) 0.63
Recessive AA+GA 354 (96.5) 490 (98.2) 1.99 (0.84-4.72) 0.10
GG 13 (3.5) 9(1.8)
-737 Codominant TT 232 (63.2) 326 (65.3)
rs8193036 TC 111 (30.2) 145 (29.1) 1.07 (0.79-1.45) 0.63
cC 24 (6.6) 28 (5.6)
T 575 (78.3) 797 (79.9)
c 159 (21.7) 201 (20.1) 1.09 (0.86-1.38) 0.44
Dominant TT 232 (63.2) 326 (65.3)
TC+CC 135 (36.8) 173 (34.7) 1.1 (0.82-1.45) 0.52
Recessive TT+TC 343 (93.4) 471 (94.4) 1.17 (0.67-2.06) 0.56
cc 24 (6.6) 28 (5.6)
Cl, confidence interval; OR, odds ratio; SLE, systemic lupus erythematosus; SNP, single nucleotide polymorphism. 98

P = This association was lost after Bonferroni correction.
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TA B L E 4 Haplotype frequencies and
i plotype ireq Haplotype RA (%) Controls (%) OR 95% Cl P Pc

association analysis between IL-17A

haplotypes in women with rheumatoid TAGG 67.6 67.6 1 0.83-1.21 0.98 1

arthritis and in controls. The order is: TGAG 7.8 8.8 0.87 0.64-1.20 0.41 0.98

-737T/C, -444A/G, -197G/A, and -121G/A
CAGG 5.8 7.1 0.8 0.56-1.15 0.23 0.87
CAGA 6.8 5.9 1.16 0.81-1.66 0.42 0.98
CGAG 3.7 4.2 0.87 0.56-1.37 0.56 0.99
TGGG 2.6 1.5 1.75 0.92-3.32 0.08 0.48
CAAG 1.9 2.2 0.86 0.46-1.60 0.63 0.99
TAGA 1.9 1.5 1.27 0.64-2.51 0.49 0.99

Cl, confidence interval; OR, odds ratio; Pc, corrected P-value after 100 000 permutations.

TA B L E 5 Haplotype frequencies and

. . Haplotype SLE (%) Controls (%) OR 95% ClI P Pc
association analysis between /L-17A
haplotypes in women with systemic lupus TAGG 62.6 67.0 0.82 0.67-1.0 0.05 0.31
erythematosus (SLE) and in controls. The TGAG 9.2 91 1.02 0.73-1.41 0.92 1
order is: -737T/C, -444A/G, -197G/A, and
CAGG 10.2 7.6 1.38 0.99-1.93 0.058 0.36
-121G/A
CAGA 5.6 5.8 0.96 0.64-1.44 0.84 1
CGAG 3.7 4.0 0.91 0.56-1.50 0.73 1
TAGA 3.8 1.6 2.43 1.31-4.53 0.004 0.039
CAAG 1.6 2.2 0.74 0.36-1.15 0.40 0.98
TGGG 1.8 1.5 1.18 0.56-2.50 0.66 0.99

Cl, confidence interval; OR, odds ratio; Pc, corrected P value after 100 000 permutations.
Significant P-values are reported in bold type.

100 000 permutations (corrected P = 0.039). On the other hand, no
LD was found between the alleles of the 4 IL-17A SNPs in RA or in SLE

(pairwise r? values <0.8; data not shown).

4 | DISCUSSION

IL-17, a cytokine produced by Th17 cells, plays a critical role in the
pathogenesis of SLE and RA.>#2%26 Previous studies have shown that
patients with RA and SLE have a higher proportion of Th17 cells and
elevated IL-17 levels.>® Other studies have shown cor- relations
between high IL-17 levels and SLE or RA activity.>”'° On the other
hand, an /L-17A SNP has been associated with RA susceptibility,*>?°
although these findings were not replicated by some studies. 10121618
Thus, these results are conflicting and in- conclusive. For example, a
recent study by Garcia de la Pefia et al?® of Mexican patients with RA
IL-17A -197G/A SNP and
susceptibility to RA. Conversely, our data suggested that this SNP was

found an association between the

not a risk factor for RA in our popula- tion. Our data also showed
that the IL-17A -121G/A, -444A/G, and

-737T/C SNPs were not risk factors for RA susceptibility under any
genetic model in a Mexican population. Our study differed from
that conducted by Garcia de la Pefia et al*® in the size of the
sample, the statistical power, the methodology, as well as in other
ways. Our study had 97.7% statistical power (n = 501 patients with
RA and 499 healthy individuals), while the Garcia de la Pefa et

al study evaluated 76 patients with RA and 94 healthy controls. We
performed a TagMan genotyping assay that used TagMan probes,
and genotyped all the samples twice (the reproducibility was 100%).
In contrast, the other study used a PCR restricted frag- ment length
polymorphism and sequencing approach.?° In addi- tion, in a recent
study conducted by Vargas-Alarcon et al?’ found a 19% frequency
of the IL-17A-197A allele in a group of healthy individuals from Mexico
(with characteristics similar to our con- trols) which is similar to the
15.7% frequency that we identify in our control group. In contrast,
the Garcia de la Pefia et al?® study reported a 3% frequency of the /L-
17A -197G/A (+) SNP in healthy individuals. Thus, our findings are in
accordance with those of Vargas-Alarcon et al?’ but not with those of
Garcia de la Pefia et al?® Our data showed no association between
the IL-17A-197G/A polymorphism and RA, which is in accordance with
Polish, and Turkish
populations.t®'216 However, a study in a Norwegian population
identified an associa- tion between the /L-17A -197G/A SNP and RA

findings in Tunisian, Algerian, Brazilian,

susceptibility; this finding may be due to the difference in the
ancestry of the popula- tion.?® Thus, additional large studies in
different populations are needed to determinate the roles of the IL-
17A-737T/C,-444A/G,
-197G/A, and -121G/A SNPs with RA and their relationships with RA
susceptibility.

This study has some limitations. In particular, we did not record the
clinical features of the patients or the presence of rheumatoid factor or

anticyclic citrullinated peptide antibodies. Accordingly, we
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could not determine if the /L-17A SNPs were associated with these
factors.

Regarding SLE, our data suggested that the I-17A -737T/C,
-444A/G, -197G/A, and -121G/A SNPs are not risk factors for this
autoimmune disease. Although the -197G/A SNP conferred risk for SLE
under the reccessive model (OR 2.32, P = 0.043), this associa- tion was
no longer significant after Bonferroni correction. In addi- tion, these
SNPs did not show associations with LN. Our data are in accordance with
that of Hammad et al, who found no association of the IL-17A -197G/A
SNP with juvenile SLE susceptibility or with LN.?! However, they
reported the GGA haplotype (formed by the IL-17Ars2275913 and IL-17F
rs763780 and rs2397084 polymorphisms) as- sociated with juvenile SLE
susceptibility.?! We also identified the as- sociation of the IL-17A TAGA
haplotype (which comprises the IL-17A
-737T,-444A, -197G common alleles plus the -121A minor allele) with
adult SLE susceptibility (OR 2.43, P = 0.004). This association
persisted even after 100 000 permutations (OR 2.43, P = 0.039). This
suggests that the presence of individual IL-17A SNPs is not enough to
confer SLE susceptibility; however, the allelic combination (TAGA) of
the 4 IL-17A SNPs conferred SLE susceptibility (but not LN). As far as
we know, there are no functional studies that indicate the effect of
the IL-17ATAGA haplotype on cell metabolism, or on the expres- sion
of both messenger RNA (mRNA) and protein levels of IL-17A in
patients with different diseases. However, some studies have shown
a functional role of IL-17A -197G/A, and -121G/A on IL-17A expres-
sion.?®2° For example, a study published in 2011 showed that the IL-
17A-197A allele correlates with high levels of IL-17A (both mRNA and
protein) in T cells from healthy individuals.?® On the other hand, the
IL-17A-121A allele has also been reported to have a biological effects
and alters gene expression.?® Our data showed that none of the 4
IL-17A SNPs, including the -197G/A, or -121G/A polymor- phisms
confer susceptibility to SLE or RA. However, the IL-17A -121A allele
(minor allele) of the TAGA haplotype is the variant that causes risk
for SLE (Table 5); only in combination with the other major alleles of
the IL-17A-737T/C, -444A/G and -197G/A SNPs, does the -121A allele
confer SLE susceptibility. To note, a recent study conducted by
Vargas-Alarcén et al identified (in a Mexican population) a similar
find; the IL.-17A TAGA haplotype is associated with susceptibility to
coronary artery disease (CAD). In addition, they also did not iden-
tify an individual association of these 4 IL-17A polymorphisms with
CAD.”

Since the association observed between SLE and the IL-17ATAGA
haplotype is influenced by the -121A allele, future studies should be
carried out to assess the functional impact of this allele (in
combination with the other three alleles) on IL-17A expression.

One of the limitations of our study is not having the clinical data of
patients with SLE (except LN). In this way, we cannot rule out the role of
these /L-17A variants on certain clinical features.

Our data show that the IL-17A -737T/C, -444A/G, -197G/A, and
-121G/A SNPs are not risk factors for RA. This is the first study to
report an association of the /L-17A TAGA haplotype with SLE sus-
ceptibility. None of the IL-17A polymorphisms we studied showed
associations with LN.
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