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RESUMEN 
El síndrome de Sjögren (SS) es una enfermedad autoinmune e inflamatoria que afecta principalmente a 

las glándulas salivales (GS). Se caracteriza por una sobreactivación de la vía de interferones de tipo I (IFNs I), 

citoquinas capaces de regular los niveles de diversos microRNAs (miRNAs). Los miRNAs son RNAs no 

codificantes pequeños que desempeñan un papel importante en la regulación de la expresión génica a nivel 

postranscripcional. Al analizar secuenciaciones masivas de RNAs pequeños se ha observado una disminución 

del hsa-miR-145-5p en GS de pacientes con SS. Este miRNA tiene como blancos predichos los transcritos de 

MUC1 y TLR4, los cuales están sobrexpresados en las GS de estos pacientes. Estas sobreexpresiones 

contribuyen, a través de diversos mecanismos, al estado inflamatorio y la disfunción glandular en esta 

enfermedad. 

Niveles elevados de IFNs I como los reportados en el SS, pueden disminuir la interacción del complejo 

microprocesador con los transcritos primarios de diversos miRNAs (pri-miRNAs), lo que lleva a una disminución 

en su procesamiento y de los niveles de miRNA maduro. Además, se ha observado que la interacción entre el 

complejo microprocesador y el pri-miRNA puede ser modulada por modificaciones en el RNA, como la 

metilación de las adenosinas en la posición N6 (m6A) o ediciones como la desaminación de adenosinas y la 

formación resultante de inosinas (A->I). La maquinaria enzimática que cataliza ambas modificaciones esta 

alterada en enfermedades autoinmunes que presentan niveles elevados de IFNs I. Considerando estos 

antecedentes, es interesante preguntarse si ¿podrían los IFNs I modular el procesamiento del pri-miR-145 y los 

niveles del hsa-miR-145-5p mediante la maquinaria de m6A y ediciones de adenosinas por inosinas, y así 

mantener niveles aumentados de MUC1 y TLR4? Para responder a esta pregunta se propuso la siguiente 

hipótesis: Interferones de tipo I aumentan los niveles de MUC1 y TLR4 a través de la disminución del 

procesamiento postranscripcional del hsa-miR-145-5p debido a alteraciones en la maquinaria enzimática de 

m6A o ediciones de adenosinas por inosinas en GS de pacientes con SS. Para probar esta hipótesis, se 

determinaron los niveles del hsa-miR-145-5p y de sus blancos predichos MUC1 y TLR4 en GS de pacientes con 

SS y células HSG estimuladas con IFNs I, y se evaluó el efecto de este miRNA sobre los niveles de sus blancos a 

través de ensayos funcionales. Se determinaron también los niveles del pri-miR-145 y se caracterizó la 

maquinaria enzimática de m6A (METTL3, METTL14, FTO, ALKBH5 y hnRNPA2B1) y A->I (ADAR1p110 y 

ADAR1p150) en las GS de estos pacientes y en células HSG estimuladas con IFNs I. Luego, se silenció 

ADAR1p150 en células HSG estimuladas con IFNs I y se evaluó su efecto en los niveles de hsa-miR-145-5p. Los 

resultados evidenciaron niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p en las GS de pacientes con SS que 

correlacionaron de manera inversa con los niveles de MUC1 y TLR4. Esta asociación fue corroborada a través 

de ensayos funcionales en células HSG. Además, se encontró una asociación inversa entre la activación de la vía 

de IFNs I con los niveles de hsa-miR-145-5p en GS de pacientes con SS, que se reprodujo en células HSG 
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estimuladas con IFNs I. En las GS, la activación de la vía de IFNs I correlacionó de manera directa con los niveles 

del pri-miR-145 y de transcrito de METTL3, ALKBH5 y ADAR1p150, y de manera inversa con los niveles proteína 

de METTL3. Sin embargo, en células estimuladas con IFNs I solo se observó un aumento en los niveles de 

transcrito y proteína de ADAR1p150. Finalmente, al silenciar ADAR1p150, la disminución del hsa-miR-145-5p 

inducida por IFNs I pudo ser revertida, sugiriendo un rol de la isoforma inducible por IFNs I en el proceso. Los 

mecanismos a través de los cuales ADAR1p150 modula los niveles del hsa-miR-145-5p, de manera dependiente 

de IFNs I, aún deben ser determinados. Sin embargo, es posible postular una disminución del procesamiento 

del pri-miR-145 debido a un bloqueo de la interacción con el complejo microprocesador por la unión de 

ADARp150 o ediciones A->I. Ambos mecanismos conducirían a una acumulación del pri-miRNA y una 

disminución del miRNA maduro, tal como se observa en GS de pacientes con SS. 

En conclusión, los IFNs I inducen una disminución del hsa-miR-145-5p que favorecería la sobrexpresión 

de MUC1 y TLR4 y podría tener su origen en un procesamiento disminuido del pri-miR-145 dado el aumento de 

ADAR1p150. Estos hallazgos aportan a la comprensión de los mecanismos que regulan los niveles del hsa-miR-

145-5p en el SS y el impacto que podría tener la desregulación de este miRNA en la inflamación y disfunción 

glandular, a través de la modulación de MUC1 y TLR4. Esto ayudará al desarrollo futuro de posibles nuevas 

intervenciones terapéuticas que permitan recobrar la homeostasis glandular y con ello, mejorar la calidad de 

vida de los pacientes con SS.  
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ABSTRACT 

Sjögren's syndrome (SS) is an autoimmune and inflammatory disease that mainly affects the salivary 

glands (SG). It is characterized by overactivation of the type I interferon pathway (IFNs I), cytokines capable of 

regulating the levels of various microRNAs (miRNAs). miRNAs are small non-coding RNAs that play an important 

role in regulating gene expression at the post-transcriptional level. When analyzing mass sequencing of small 

RNAs, a decrease in hsa-miR-145-5p has been observed in the SG of patients with SS. The predicted targets of 

this miRNA are the MUC1 and TLR4 transcripts, which are overexpressed in the SG of these patients. This 

overexpression contributes, through various mechanisms, to the inflammatory state and glandular dysfunction 

in this disease. 

High levels of IFNs I, such as those reported in SS, can decrease the interaction of the microprocessor 

complex with the primary transcripts of various miRNAs (pri-miRNAs), which decreases their processing and 

mature miRNA levels. In addition, the interaction between the microprocessor complex and pri-miRNAs can be 

modulated by RNA modifications, such as methylation of adenosines at position N6 (m6A) or RNA editing such 

as adenosine deamination and the resulting formation of inosines (A->I). The enzymatic machinery that 

catalyzes both modifications is altered in autoimmune diseases that present high levels of IFNs I. Considering 

this background, it is interesting to ask if IFNs I could modulate pri-miR-145 processing and hsa-miR- 145-5p 

levels through the m6A and adenosine to inosine editing enzymatic machine, and thus altering MUC1 and TLR4 

levels? To answer this question, the following hypothesis was formulated: type I interferons increase MUC1 

and TLR4 levels by decreasing post-transcriptional processing of hsa-miR-145-5p due to alterations in the m6A 

or adenosine to inosine editing enzymatic machinery in the SG from patients with SS. To test this hypothesis, 

hsa-miR-145-5p levels and its predicted targets MUC1 and TLR4 were determined in the SG from patients with 

SS and HSG cells stimulated with IFNs I, and functional assays were performed. pri-miR-145 levels were also 

determined and the enzymatic machinery of m6A (METTL3, METTL14, FTO, ALKBH5 and hnRNPA2B1) and A->I 

(ADAR1p110 and ADAR1p150) was characterized in the SG of these patients and in HSG cells stimulated with 

IFNs I. ADAR1p150 was then silenced in HSG cells stimulated with IFNs I and its effect on hsa-miR-145-5p levels 

was evaluated. The results showed decreased hsa-miR-145-5p levels that correlated inversely with MUC1 and 

TLR4 in the SG of patients with SS and was then corroborated using functional assays. In addition, an 

association was found between the activation of the IFNs I pathway and hsa-miR-145-5p levels in the SG of 

patients with SS, which was reproduced in HSG cells stimulated with IFNs I. In SG, activation of the IFNs I 

pathway correlated directly with pri-miR-145 levels and METTL3, ALKBH5, and ADAR1p150 transcripts, and 

inversely with METTL3 protein levels. However, in cells stimulated with IFNs I, only an increase in ADAR1p150 

transcript and protein levels was observed. Finally, by silencing ADAR1p150, the IFNs I-induced decrease in hsa-

miR-145-5p could be reversed, suggesting a role for the IFNs I-inducible isoform in the process. The 
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mechanisms through which ADAR1p150 modulates hsa-miR-145-5p levels in an IFNs I-dependent manner 

remain to be determined. However, it is possible that decreased processing of pri-miR-145 is due to a blockage 

of the interaction with the microprocessor complex by ADARp150 binding or A->I editing. Both mechanisms 

would lead to an accumulation of pri-miRNA and a decrease in mature miRNA, as observed in the SG of SS 

patients. 

In conclusion, IFNs I decrease hsa-miR-145-5p levels, which favors MUC1 and TLR4 overexpression and 

could be caused by reduced processing of pri-miR-145 given the increase in ADAR1p150. These findings 

contributed to the understanding of the mechanisms that regulate hsa-miR-145-5p levels in the SS and the 

impact that the diminished has-miR-145-5p levels could have on inflammation and glandular dysfunction, by 

modulating MUC1 and TLR4. This will help the future development of new therapeutic interventions that will 

allow the recovery of glandular homeostasis and with it, improve the quality of life of patients with SS. 
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INTRODUCCIÓN 

El síndrome de Sjögren 

El síndrome de Sjögren (SS) es una enfermedad autoinmune e inflamatoria que afecta a las glándulas 

exocrinas, principalmente a las glándulas salivales (GS) y lacrimales, lo que conduce a una disfunción secretora 

[1]. En las GS, esta disfunción se caracteriza por alteraciones en la cantidad y calidad de la saliva que genera la 

sensación de sequedad bucal (xerostomía) característica de la enfermedad [2]. Hasta un 75% de los pacientes 

pueden presentar un amplio espectro de manifestaciones sistémicas, dando cuenta de la complejidad y 

heterogeneidad de este síndrome [3]. Dentro de estas manifestaciones se incluyen alteraciones vasculares y de 

órganos extra-glandulares, afecciones inespecíficas como fatiga y dolores en las articulaciones, y en un 5 a 10% 

de los pacientes el desarrollo de linfoma no-Hodgkin [1, 4, 5].  

Dada la naturaleza autoinmune de la enfermedad, los pacientes presentan autoanticuerpos circulantes 

como anti-Ro/SSA y anti-La/SSB y un infiltrado inflamatorio linfocítico periductal en las GS [1]. En concordancia 

con sus características inflamatorias, los pacientes exhiben niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias a 

nivel sistémico y en las GS, en dónde son producidas tanto por las células inflamatorias como por células del 

epitelio glandular [6-8]. Dentro de estas citoquinas destacan los interferones de tipo I (IFNs I) con una 

creciente evidencia que resalta su rol en la iniciación y progresión del SS [9].  

Esta enfermedad afecta principalmente a mujeres de mediana edad, en una relación 9:1 con respecto a 

los hombres, y es la segunda enfermedad autoinmune reumática más prevalente en el mundo luego de la 

artritis reumatoide (AR) [5, 10]. En Chile no hay estudios de prevalencia. Además, el SS tiene un carácter 

crónico, progresivo y debilitante, lo que afecta gravemente la calidad de vida de los pacientes [3]. Estos 

antecedentes realzan la necesidad de realizar investigaciones que aumenten la comprensión de la 

etiopatogenia del SS y permita el desarrollo de alternativas terapéuticas que beneficien a los pacientes. 

Aunque la etiología del SS no ha sido dilucidada, se considera una enfermedad multifactorial cuyo desarrollo 

involucra una compleja interconexión de factores que incluyen predisposición genética, determinantes 

ambientales, mecanismos epigenéticos y  asociados a RNAs no codificantes como miRNAs [1, 5].  

 

miRNAs 

Los miRNAs son RNAs no codificantes de hebra simple, de 18 a 25 nucleótidos [11, 12]. De acuerdo con 

el tipo celular y el contexto fisiológico, presentan distintos niveles de expresión y regulan la mayoría de los 

procesos celulares, incluyendo la homeostasis inmune y la respuesta inflamatoria [11, 13]. Los miRNAs regulan 

la expresión de muchos genes a nivel postranscripcional, mediante la unión complementaria de su “secuencia 

semilla” a una región específica del 3’ UTR de sus RNA mensajeros (mRNAs) blancos. La “secuencia semilla” 
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corresponde a una secuencia de nucleótidos en el extremo 5’ del miRNA que va desde el nucleótido 2 al 7/8 y 

que tiene como función reconocer al mRNA blanco mediante el apareamiento de bases. Esta unión detiene la 

traducción del mensajero y promueve su degradación a través del reclutamiento de complejos que remueven 

la cola poli(A) en el extremo 3’ y la estructura CAP en el 5’ [11].  

Los miRNAs son transcritos desde secuencias intragénicas e intergénicas por la RNA polimerasa II, 

generando un trascrito largo de aproximadamente 1Kb denominado miRNA primario o pri-miRNA, el cual se 

pliega formando una horquilla que contiene al futuro miRNA maduro [11, 14]. En el núcleo, este pri-miRNA es 

procesado por el complejo microprocesador compuesto por la proteína de reconocimiento del pri-miRNA 

DGCR8, y la endonucleasa Drosha, generando el pre-miRNA de aproximadamente 70 nucleótidos que es 

exportado fuera del núcleo por la proteína exportina 5 (XPO5) [14]. Ya en el citoplasma, este pre-miRNA es 

procesado por un complejo formado por las proteínas de unión a RNA de doble hebra TRBP y PACT y la 

endonucleasa Dicer, que corta el loop de la horquilla, generando un miRNA de doble hebra o dúplex. De este 

dúplex, una hebra (hebra guía o miRNA maduro) será cargada al complejo silenciador inducido por RNA (RISC, 

del inglés RNA-induced silencing complex) compuesto por las proteínas AGO (del inglés Argonaute) [14]. 

Finalmente, el miRNA maduro guía al complejo RISC hacia el mRNA blanco para promover su silenciamiento 

[11, 14, 15] (Figura 1).  

 

Figura 1. Biogénesis canónica de miRNAs. La biogénesis canónica de los miRNAs comienza con su transcripción desde el genoma por la 
RNA polimerasa II, generando un miRNA primario (pri-miRNA). El pri-miRNA forma una horquilla compuesta por un loop, un segmento 
doble hebra o tallo que contiene al que será el miRNA maduro (señalado en rojo) y dos extremos simple hebra. Este pri-miRNA es 



15 

 

procesado en el núcleo por el complejo microprocesador compuesto por la proteína de unión a RNA de doble hebra DGCR8, y la RNAsa 
III Drosha, quien procesa el tallo para eliminar los extremos simple hebra. El producto de procesamiento resultante (pre-miRNA), se 
exporta mediante exportina 5 (XPO5) hacia el citoplasma. En el citoplasma, este pre-miRNA es procesado por el complejo 
Dicer/TRBP/PACT generando un dúplex sin el loop de la horquilla. La hebra funcional de miRNA maduro (mostrada en rojo) se une a la 
proteína Argonauta 2 (Ago2) y forma el complejo RISC para silenciar los mRNA blanco mediante la represión traduccional o la 
degradación del mRNA. Creado con BioRender. 
 

miRNAs en el SS 

Se han reportado niveles alterados de miRNAs tanto a nivel de células inmunes sanguíneas, como en 

las GS de pacientes con SS [13, 16, 17]. La mayoría de los trabajos han estudiado estas alteraciones en PBMCs 

(del inglés peripheral blood mononuclear cell) o en subtipos específicos de células inmunes, como linfocitos T o 

linfocitos B, con enfoque en la búsqueda de biomarcadores y miRNAs diferencialmente expresados. Si bien se 

ha demostrado la expresión diferencial de miRNAs en GS de pacientes con SS con respecto a individuos 

controles, sigue siendo necesario profundizar en los mecanismos que llevan a su desregulación y los efectos 

biológicos de estas alteraciones. Esto aumentará la comprensión respecto al impacto de estas modificaciones 

en la patogénesis del SS, favoreciendo el hallazgo de posibles nuevos puntos de intervención terapéutica. 

 Entre los miRNAs que se han encontrado diferencialmente expresados en GS de pacientes con SS con 

respecto a individuos controles, destaca el hsa-miR-145-5p, miRNA que ha sido vinculado a la homeostasis del 

sistema inmune y que se ha reportado disminuido en contextos inflamatorios como colitis ulcerosa [19]. 

Además, el aumento de sus niveles inhibe la liberación de IL-6 en células de músculo liso de la vía aérea y la 

expresión de quimioquinas como CXCL16, lo que ha llevado a sugerir efectos anti-inflamatorios para este 

miRNA  [18, 19]  

. 

hsa-miR-145-5p y sus blancos: MUC1 y TLR4 

 El hsa-miR-145-5p es transcrito desde un gen situado en el brazo largo del cromosoma 5 (5q32-33) y su 

hebra madura tiene un largo de 23 nucleótidos [20]. Se han descrito niveles disminuidos de este miRNA en 

células T de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) así como en biopsias de piel y fibroblastos de 

pacientes con Esclerosis Sistémica (ES), en vasculatura renal dañada de pacientes con nefritis lúpica y en 

PBMCs de pacientes con miastenia gravis autoinmune [21-25]. Por otro lado, han reportado niveles 

aumentados de este miRNA en PBMCs de pacientes con LES, AR y ES, y en tejido sinovial de pacientes con AR 

[26-29]. En SS no se ha estudiado este miRNA en profundidad, pero si se ha encontrado niveles disminuidos en 

GS y elevados en PBMCs de pacientes con SS, como parte de los hallazgos asociados a screening masivo de 

miRNAs [30, 31]. En nuestro laboratorio hemos encontrado niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p en GS de 

pacientes con SS por medio de secuenciación masiva de RNAs pequeños (sRNAs) [32]. Sin embargo, ninguno de 

estos hallazgos en screening masivos ha sido validado. 
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Sumado a estos antecedentes, resulta interesante estudiar este miRNA debido a que tiene como 

blancos predichos los transcritos de MUC1 y TLR4. Estudios previos de nuestro laboratorio evidencian niveles 

elevados de transcrito y proteína de MUC1 y niveles elevados de transcrito TLR4 las GS de pacientes con SS [33, 

34]. MUC1 es una mucina clave en la mantención de la hidratación de las mucosas y que a pesar de estar 

sobreexpresada en las GS de pacientes con SS, es retenida en el citoplasma de las células acinares, lo que se 

asocia a disfunción secretora [35]. Además, los altos niveles de las isoformas MUC1-SEC y MUC1-Y reportados 

en esta enfermedad pueden favorecer la síntesis de citoquinas a través del péptido “immuno-enhancing” de 

MUC1-SEC o a través de la formación de un complejo MUC1-SEC/MUC1-Y [36], lo que sugiere la existencia de 

una regulación entrecruzada entre las citoquinas y las mucinas que podrían perpetuar la inflamación en 

pacientes con SS [33, 37]. Por otro lado, TLR4 es un receptor del sistema inmune innato que además de 

reconocer moléculas bacterianas como LPS, es activado por mucinas secretadas ectópicamente en las GS de los 

pacientes con SS [34]. Esta activación induce la expresión de citoquinas pro-inflamatorias entre las que se 

incluyen los IFNs I [34], por lo que un aumento en su expresión podría contribuir a la mantención de la 

inflamación de las GS en pacientes con SS. 

Considerando la relevancia de MUC1 y TLR4 para la homeostasis glandular y el posible rol de hsa-miR-

145-5p en su modulación, resulta relevante comprender los mecanismos que llevarían a una desregulación de 

este miRNA. Se han propuesto varios mecanismos que en conjunto determinarían los niveles del hsa-miR-145-

5p, entre los que se incluyen la metilación de su promotor y la unión de factores de transcripción [38]. 

Interesantemente, se ha reportado también que los niveles de este miRNA podrían estar regulados por IFNs I 

[39], citoquinas cuyas vías se encuentran activadas en un 50 a 80% de los pacientes con SS [40, 41].  

 

Interferones de tipo I  

Los IFNs I son un conjunto de citoquinas pro-inflamatorias estructuralmente similares, dentro de las 

cuales las de mayor relevancia e interés inmunológico son los 13 subtipos de IFN-α e IFN-β [42, 43]. Son 

secretados como parte de la respuesta inmune innata principalmente ante una infección viral. Su expresión es 

inducida por la unión de distintos tipos de ácidos nucleicos a receptores citoplasmáticos y ubicuos como RIG-1 

(del inglés retinoic acid inducible gene I) y MDA5 (del inglés melanoma differentiation-associated protein 5), y a 

receptores endosomales como los TLR (del inglés toll-like receptor) 3, 7/8 y 9, expresados preferentemente en 

células dendríticas y macrófagos [42]. La unión al ácido nucleico viral desencadena una cascada de señalización 

que comienza con la unión de proteínas adaptadoras específicas, las cuales reclutan quinasas que fosforilan y 

activan a los factores de transcripción IRF3 e IRF7, los que inducen la transcripción de IFN-α/IFN-β [42]. La 
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activación del receptor de membrana plasmática TLR4 por estímulos bacterianos como LPS también puede 

desencadenar la producción de IFNs I [42].  

Ambos, IFN-α e IFN-β se unen al receptor de interferones de tipo I (IFNAR) e inducen la dimerización de 

las subunidades del receptor [43]. Esta dimerización promueve la activación de las tirosinas quinasas 

citoplasmáticas asociadas con el consecuente reclutamiento y fosforilación de STAT1 y STAT2 [43, 44]. Ambas 

proteínas se liberan del receptor como un heterodímero que se une a IRF9 formando un complejo denominado 

ISGF3 (del inglés interferon-stimulated gene factor 3) [43]. Este se destina al núcleo y se une a secuencias 

consenso denominadas ISRE (del inglés IFN-stimulated response elements) en promotores de genes inducidos 

por IFN I o ISGs (del inglés interferon-stimulated genes), desencadenando la transcripción de genes de la 

respuesta antiviral [42, 43]. STAT1 fosforilado también puede formar homodímeros que en el núcleo se unen a 

secuencias consenso denominadas GAS (del inglés gamma-activated sequence), desencadenando la 

transcripción de genes pro-inflamatorios [42, 43].  

Los IFNs I tienen un rol clave en la inmunidad pues, además de mediar la respuesta antiviral, actúan 

como un puente entre la inmunidad innata y adaptativa debido a sus múltiples efectos inmunomoduladores 

[45]. Estos efectos incluyen el aumento de la presentación antigénica, la activación de linfocitos T y el aumento 

de la producción de anticuerpos por parte de las células plasmáticas [40, 45]. En este sentido, la desregulación 

de los niveles de IFNs I puede conducir al desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes, 

incluida la ES, la AR, el LES y el SS [45].  

 

Interferones de tipo I y SS 

Un número creciente de evidencias sugiere una sobreactivación de la vía de IFNs I en pacientes con SS 

[40, 41]. Aunque algunos reportes presentan discrepancias [46-49], mediante el uso de ensayos en que se mide 

la capacidad del plasma para inducir la expresión de los genes inducidos por IFNs I en células reporteras, se ha 

observado de manera consistente una actividad aumentada de IFNs I en el plasma de pacientes con SS [50-52]. 

En conjunto con estos hallazgos, un gran número de pacientes con SS presentan lo que se conoce como una 

“firma de interferón” (del inglés, “IFN signature”), o la expresión elevada de genes inducidos por IFNs I, tales 

como IFIT3 (del inglés interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3) y Mx-1/MxA (del inglés 

Myxovirus-resistence protein 1) [40, 41]. Esta marca se ha detectado en diversos tipos de células inflamatorias 

circulantes, así como en GS de pacientes con SS, incluyendo un trabajo de microarreglos, de nuestro 

laboratorio, en el cual se detectaron expresados diversos ISGs [40, 41, 53].  

Los IFNs I pueden modular los niveles de miRNAs a través de la regulación de distintas etapas de su 

biogénesis [54] proceso que está bajo un estricto control temporal y espacial [55]. 
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Regulación de la biogénesis de miRNAs 

La regulación de la biogénesis de miRNAs ocurre en todas las etapas de este proceso e involucra tanto 

mecanismos transcripcionales asociados a la regulación de la expresión de miRNAs desde sus secuencias 

génicas, como mecanismos postranscripcionales asociados al procesamiento y maduración del miRNA [14, 55]. 

Una etapa clave en la determinación de los niveles de miRNA maduros es el procesamiento del pri-miRNA a 

través del reconocimiento y corte por el complejo microprocesador [56]. Este proceso depende de su 

interacción con la maquinaria de procesamiento, lo que a su vez depende de los niveles, disponibilidad y 

actividad de las proteínas de la maquinaria, como de la secuencia nucleotídica del pri-miRNA [14, 55]. Múltiples 

vías de señalización pueden incidir en la regulación postranscripcional de la biogénesis de miRNAs, incluida la 

de los IFNs I. 

Wiesen y colaboradores reportaron que niveles elevados de IFN-α reducen los niveles proteicos de 

Dicer, lo que altera el procesamiento de los pre-miRNAs [57]. En esta misma línea, Witteveldt y colaboradores 

demostraron que la activación de la vía de IFNs I disminuye la unión del complejo microprocesador al pri-

miRNA [58]. Esto reduce las tasas de procesamiento, generando la acumulación de pri-miRNAs y la disminución 

de los niveles de distintos miRNA maduros [58]. Si bien en el SS se ha descrito tanto la sobreactivación de la vía 

de IFNs I, como la expresión alterada de miRNAs con respecto a individuos controles, el mecanismo por el cual 

estas citoquinas podrían modular los niveles miRNAs en el SS aún requiere ser explorado. 

La interacción entre el complejo microprocesador y los pri-miRNAs está mediada entre otros factores, 

por modificaciones del RNA o marcas epitranscriptómicas como la metilación de las adenosinas en la posición 

N6 (m6A) [59] o ediciones del pri-miRNA que cambian adenosinas por inosinas [55]. 

La metilación de las adenosinas en la posición N6 (m6A) en los pri-miRNA es una modificación que 

promueve su procesamiento a través del reclutamiento del complejo microprocesador, contribuyendo a 

aumentar los niveles de miRNA maduros [59, 60]. Alarcón y colaboradores reportaron in vitro e in vivo que la 

acumulación co-transcripcional de m6A en el pri-miRNA promueve su reconocimiento por DGCR8, proteína que 

es parte del complejo microprocesador, favoreciendo su procesamiento [59]. La metilación de las adenosinas 

en el RNA es catalizada en el núcleo por un dímero formado por las metiltransferasas METTL3 y METTL14 y 

puede ser removida mediante reacciones oxidativas catalizadas por las desoxigenasas FTO y ALKBH5 [61-63]. 

Los efectos funcionales de m6A son mediados por proteínas lectoras que reconocen la modificación en el 

contexto específico en dónde es colocada, generando los efectos río abajo [64]. Dentro de estas proteínas 

lectoras se encuentra HNRNPA2B1, que actuaría como puente entre DGCR8 y m6A en el pri-miRNA [60]. 

Recientemente, se reportaron alteraciones en los niveles de METTL3 en PBMCs de pacientes con AR y de 

METTL14 en PBMCs de pacientes con LES, ambas enfermedades que, al igual que el SS, presentan una 
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sobreactivación de la vía de IFNs I [65, 66]. La alteración en los niveles de METTL3 en AR se asoció a cambios en 

los niveles de m6A totales, sin embargo, no se estudió el efecto específico de esta desregulación en el 

procesamiento de pri-miRNAs. En el SS no existen trabajos que estudien el rol de esta modificación y su 

maquinaria en la biogénesis de miRNAs.  

Por otro lado, los niveles de miRNA maduros pueden ser regulados postranscripcionalmente a través 

de la edición del pri-miRNA, específicamente a través de la conversión de adenosinas en inosinas mediante 

desaminación hidrolítica [55]. Se ha reportado que la edición de pri-miRNAs disminuye su procesamiento a 

través de la disminución del reconocimiento por el complejo microprocesador, lo que genera una disminución 

en los niveles del miRNA maduro [67]. Esta reacción de desaminación es catalizada en regiones de RNA doble 

hebra, principalmente en regiones intrónicas, regiones no traducidas, elementos repetitivos como Alu (SINE) y 

RNAs no codificantes, incluidos los pri-miRNAs, por las proteínas ADAR1 y ADAR2, miembros de la familia de 

enzimas ADAR (del inglés adenosine deaminase acting on RNA) [68, 69]. ADAR1 es la más abundante y presenta 

dos isoformas enzimáticamente activas de distinto peso molecular generadas por el uso de promotores 

alternativos [68, 69] (Figura 2). La isoforma corta (ADAR1 110p) está truncada hacia el N-terminal, se expresa 

de manera constitutiva y se localiza en el núcleo [69]. La isoforma larga (ADAR1p150) se localiza principalmente 

en el citoplasma, pero puede translocar al núcleo y su expresión está regulada por IFNs I a través de elementos 

ISREs en su promotor [55, 69].(Figura 2) 

 

Figura 2. Sistema de promotores alternativos de ADAR1 y dominios de sus isoformas (A). Un único gen que contiene 17 exones (barras 
negras y color) codifica para ambas isoformas de ADAR1. El gen es regulado por 3 promotores, de los cuales dos regulan la expresión 
constitutiva de la isoforma ADAR1p110 y 1 regula la expresión de la isoforma ADAR1p150. Cada promotor genera transcritos con exones 
1 distintos (1A, B y C). El promotor inducible por IFN I (PA) tiene elementos ISRE y genera un transcrito con el exón 1 1A, que tiene un 
codón de inicio AUG1 en marco correcto de lectura, y codifica la isoforma ADAR1p150. Los promotores constitutivos (PB y PC) generan 
transcritos con exón 1B o 1C, los cuales no tienen codón de inicio en marco correcto de lectura por lo que parten su traducción en el 
exón 2, codificando la isoforma ADAR1p110 (B) Hacia c-terminal ADAR1p110 y ADAR1p150 tienen una estructura proteica similar, 
teniendo ambas un dominio desaminasa , tres dominios de unión a RNA de doble hebra (dsRBD del inglés double strand RNA binding 

A

B
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domain), una secuencia de localización nuclear (NLS del inglés nuclear localization signal) y un dominio de unión a Z-DNA Zβ. Hacia n-
terminal las diferencia un segmento de 269 aminoácidos extra en la isoforma ADAR1p150 que contiene otro dominio de unión a Z-DNA 
Zα y una secuencia de exporte nuclear (NES del inglés nuclear export signal). Creado con Biorender   
 

En tejido sinovial y en PBMCs de pacientes con AR se han detectado niveles elevados de la isoforma 

inducida por interferón, lo cual se asoció a un aumento en la edición del RNA [70]. En esta misma línea, en LES 

se han encontrado niveles elevados de ADAR1p150 en linfocitos T, lo cual indujo a su vez un aumento en la 

edición de RNAs totales replicable in vitro a través de la estimulación con IFN-α [71]. En ninguno de estos 

trabajos se estudió el efecto de la edición en el procesamiento de pri-miRNAs. En SS han reportado niveles 

elevados de ADAR1 en PBMCs de pacientes con SS [49], y en nuestro laboratorio hemos encontrado niveles 

elevados de transcritos de ADAR1 en GS de pacientes con SS [53], sin embargo, hasta ahora no se han 

estudiado ambas isoformas por separado, ni se ha evaluado su rol en la biogénesis de miRNAs. 

 

En conjunto, los siguientes antecedentes permiten postular la hipótesis de este trabajo: 

• Los pacientes con SS presentan una sobreactivación de la vía de IFNs I y niveles alterados de miRNAs 

en sus GS. 

• Entre estos miRNAs destaca el hsa-miR-145-5p, miRNA que se ha encontrado disminuido en 

secuenciaciones masivas de RNAs pequeños en GS de pacientes con SS. 

• El hsa-miR-145-5p tiene como blancos predichos los transcritos de MUC1 y TLR4, moléculas que se han 

encontrado sobreexpresadas en GS de pacientes con SS y que promueven la inflamación y disfunción 

glandular. 

• Los IFNs I pueden disminuir el procesamiento de pri-miRNAs al alterar su interacción con el complejo 

microprocesador, generando niveles disminuidos de miRNA maduro. 

• La interacción entre el complejo microprocesador y el pri-miRNA puede ser mediada por las marcas 

epitranscriptómicas m6A y A->I. 

• La maquinaria enzimática asociada a m6A y A->I presenta niveles alterados en enfermedades 

autoinmunes que también muestran sobreactivación de la vía de IFNs I. 
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HIPÓTESIS  

Interferones de tipo I aumentan los niveles de MUC1 y TLR4 a través de la disminución del procesamiento 

postranscripcional del hsa-miR-145-5p debido a alteraciones en la maquinaria enzimática de m6A o ediciones 

de adenosinas por inosinas en glándulas salivales de pacientes con síndrome de Sjögren. 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de interferones de tipo I en el procesamiento del pri-miR-145 y niveles del hsa-miR-145-5p a 

través la maquinaria enzimática de m6A o ediciones de adenosinas por inosinas, y cómo el hsa-miR-145-5p 

regula los niveles de MUC1 y TLR4 en glándulas salivales de pacientes con síndrome de Sjögren y células HSG. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el rol del hsa-miR-145-5p en la regulación de los niveles de MUC1 y TLR4 en GS de pacientes con SS y 

células HSG. 

2. Evaluar el rol de IFNs I en los niveles del hsa-miR-145-5p y pri-miR-145 en GS de pacientes con SS y células 

HSG. 

3. Evaluar el rol de la maquinaria enzimática de m6A y ediciones de adenosinas en los niveles del hsa-miR-145-

5p y su asociación a IFNs I en GS de pacientes con SS y células HSG. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Pacientes con SS primario e individuos controles  

Para este estudio se utilizaron glándulas salivales labiales (GSL) de 9 pacientes diagnosticados con SS 

primario y que cumplían con el criterio de clasificación del American College of Rheumatology/European 

League against Rheumatism (ACR/EULAR) de 2016 [72]. Según este criterio de clasificación de consenso, se 

consideran pacientes con SS primario a los sujetos que tienen una puntuación total ≥4 al sumar los puntajes 

asignados a cada ítem positivo de 5 parámetros que reflejan evidencia objetiva de compromiso glandular 

ocular, salival y la presencia del auto-anticuerpo Anti-SSA (Ro), según se detalla en la Tabla 1. Los criterios de 

exclusión comprenden el uso de fármacos anticolinérgicos, los cuales deben ser suspendidos previo a las 

pruebas de sequedad oral y ocular, y cualquiera de las siguientes condiciones que podrían presentar 

características clínicas superpuestas con el SS: antecedentes de radioterapia de cabeza y cuello, infección activa 

por hepatitis C (con PCR positiva), síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), sarcoidosis, amiloidosis, 

enfermedad de injerto contra huésped, enfermedad relacionada con IgG4. 

Tabla 1. Criterio de clasificación de SS primario del American College of Rheumatology/European League 
against Rheumatism de 2016 

   

Parámetro Puntaje 

Biopsia de GSL con sialoadenitis linfocítica focal y score de foco ≥1 foco/4 mm2 
de tejido glandular. Un foco equivale a la acumulación de más de 50 células 
inflamatorias mononucleares periductales.  

3 

Anti-SSA (Ro) positivo 3 

Tinción ocular: Score de tinción ocular OSS ≥ 5 o score de van Bijsterveld ≥ 4 en 
al menos un ojo  

1 

Test de Schirmer: ≤ 5 mm / 5 min en al menos un ojo 1 

Flujo salival no estimulado:  ≤ 0,1 mL /5 min 1 

OSS: Ocular Staining Score 
 

Como controles se utilizaron GSL de 6 individuos que consultaron al reumatólogo por sensación de 

sequedad oral y/u ocular, sospechando de un posible SS, pero que no cumplieron los criterios de clasificación. 

Además, estos individuos no padecían enfermedades sistémicas y sus biopsias de GSL no presentaron infiltrado 

linfocitario o presentaron infiltrado linfocitario difuso (sialoadenitis crónica leve), además de parénquima 

glandular conservado y ausencia de signos clínicos o serológicos de SS. Los datos demográficos, serológicos e 

histológicos de los individuos incluidos en este estudio se detallan en la Tabla 2. A todos ellos se les informó de 
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los alcances del estudio a través de un consentimiento informado el cual fue aprobado, en conjunto con la 

metodología de este estudio, por el Comité de Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile 

(Anexo. Acta de aprobación y consentimiento informado). 

Tabla 2. Características demográficas, histológicas y serológicas de los pacientes con SS e individuos controles 

     

  Individuos controles Pacientes con SS 

N° de individuos 6 9 

Sexo, femenino / masculino 4/2 8/1 

Edad, promedio (rango), años 40 (29-56) 37 (20-59) 

Score de foco †                                                1 0 2 

2 0 4 

3 0 3 

FSNE mL/15 min, promedio (rango) 3.8 (1.2-7.5) 2.0 (0-4.5) 

Test de Schirmer ≤ 5 mm/5 min al menos 
en un ojo N° (%) 

0 (0 %) 4 (44 %) 

Anticuerpos anti-Ro N° (%) 0 (0 %) 9 (100 %) 

Anticuerpos anti-LA N° (%) 0 (0 %) 5 (56 %) 

Anticuerpos anti-ANA N° (%) 1 (17 %) 8 (100 %) 

Factor reumatoideo anti-N° (%) 0 (0 %) 4 (44 %) 

ESSDAI, promedio ± DE (rango) - 13 ± 6 (5-19) 

N°: número, †Número de focos/4 mm2 de tejido, FSNE: Flujo salival no estimulado, %: 
porcentaje, DE: desviación estándar., ANA: antinuclear antibodies, ESSDAI: EULAR Sjögren 
syndrome disease activity index; EULAR, European League against Rheumatism [72]   

 
 

Obtención de glándulas salivales labiales 

Las GSL se obtuvieron mediante la técnica operatoria descrita por Daniels [73]. Bajo anestesia local 

infiltrativa se realizó una incisión de 1,5 a 2 cm de longitud en la cara interna del labio inferior paralelo al borde 

bermellón y lateral a la línea media. Luego se llevó a cabo la disección roma de los márgenes de la incisión y se 

extrajeron las GSL. Finalmente, los bordes se suturaron con seda 4-0, la cual se retiró al cabo de 5-7 días. 

Inmediatamente después de la extracción se realizó el procesamiento de las biopsias para sus análisis 

posteriores, bajo estrictas condiciones libres de RNAsas. Aquellas glándulas que se utilizaron para el 

diagnóstico se fijaron durante 6 h en solución fijadora de Bouin, mientras que aquellas utilizadas para 

inmunofluorescencia se fijaron por 6 h en paraformaldehído al 1% p/v. Ambas fueron fijadas a temperatura 

ambiente y posteriormente incluidas en parafina (Histosec, Merck). Las glándulas utilizadas para las 

determinaciones de los niveles de RNAs/miRNAs y proteínas se congelaron en N2 líquido y se almacenaron a -

80 °C hasta el momento de la extracción.  
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Cultivo de células HSG 

En este trabajo se emplearon células derivadas de glándula submandibular humana (HSG, del inglés 

human submandibular gland) gentilmente donadas por el Profesor Dr. Bruce Baum (NIDCR, NIH, Bethesda, MD, 

EEUU). Las células HSG son de origen epitelial transformadas y aisladas desde células ductales intercalares de 

una glándula submandibular humana irradiada [74]. Las células se cultivaron a 37 °C y 5 % CO2 en medio de 

cultivo DMEM F-12 suplementado con 5% v/v de suero fetal bovino (SFB), penicilina 100 U/mL y estreptomicina 

100 µg/mL. Posteriormente, se cosecharon utilizando tripsina/EDTA 0,25 % v/v y se suspendieron en medio de 

cultivo con 5 % v/v SFB. De esta suspensión se sembraron 200.000 o 400.000 células por pocillo en placas de 

cultivo de 12 o 6 pocillos respectivamente. A cada pocillo se le agregó 1 o 2 mL de DMEM-F12 5 % SBF, y se 

incubaron a 37 °C, 5 % CO2 durante 24 h. Posteriormente el medio fue reemplazado por DMEM-F12 sin suero y 

sometido a las diferentes condiciones experimentales.  

Estimulación de células HSG con IFN-α e IFN-β  

Para evaluar el efecto de los IFNs I en los niveles del hsa-miR-145-5p y los blancos de este miRNA se 

estimularon células HSG con IFN-α humano recombinante (BioLegend, CA, EEUU) o IFN-β humano 

recombinante (RyD, Mn, EEUU). Para esto, se sembraron 400.000 células en placas de cultivo de 6 pocillos con 

2 mL de medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con 5 % SFB durante 24 h. Cuando las células llegaron a un 

80 % de confluencia se privaron de suero por 24 h y luego se incubaron con 1 o 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β 

preparados en medio DMEM F12 sin suero, por 24 h. Posteriormente, las células se lisaron para extraer RNAs 

totales o proteínas según el protocolo descrito más adelante. 

Ensayos funcionales en células HSG con imitador e inhibidor de hsa-miR-145-5p 

Para evaluar el efecto de los niveles del hsa-miR-145-5p en los niveles de transcrito y proteína de sus 

blancos, se transfectaron células HSG con un imitador comercial (mimic) o inhibidor comercial (inhibitor) del 

miRNA. Los mimic corresponden a moléculas pequeñas de RNA de doble hebra, químicamente modificadas y 

diseñadas para imitar miRNAs endógenos maduros, generando la disminución de sus blancos. Por otra parte, 

los inhibitor corresponden a moléculas de RNA de hebra simple, químicamente modificadas y diseñadas para 

unirse al miRNA maduro e inducir su degradación, provocando el aumento de sus blancos. Para este ensayo se 

sembraron 200.000 células en placas de cultivo de 12 pocillos con 1 mL de medio de cultivo DMEM-F12 

suplementado con 5 % SFB durante 24 h. Cuando las células llegaron a un 80 % de confluencia, se transfectó el 

mimic o inhibitor de hsa-miR-145-5p (mirVana™ miRNAs mimic o inhibitor, Ambion, TX, EEUU a distintas 

concentraciones (3, 30 o 100 nM). En paralelo, las células se transfectaron con controles negativos de mimic o 
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inhibitor comerciales (mirVana™ miRNAs mimic o inhibitor, Ambion, TX, EEUU), cuyas secuencias no se dirigen 

a ningún gen humano. Para esto se incubaron los mimic, inhibitor o controles negativos con el reactivo de 

transfección HiPerFect (Qiagen, Hilden, Alemania), durante 10 min a temperatura ambiente en medio DMEM-

F12 sin suero . HiPerFect (Qiagen, Hilden, Alemania) está desarrollado en base a lípidos catiónicos y neutros 

para la transfección de RNAs pequeños. Paralelamente, las células se lavaron con PBS 1X y se dejaron con 

medio DMEM-F12 sin suero. Se agregó la mezcla de transfección por goteo y luego, se realizaron suaves 

movimientos envolventes a la placa. Luego de 3, 6, 9 ó 24 h de transfección se realizó la lisis de las células HSG 

utilizando QIAzol (Qiagen, Hilden, Alemania) para extraer RNAs totales o tampón RIPA con inhibidores de 

proteasas para extraer de proteínas.  

Silenciamiento de ADAR1p150 

 Para evaluar el rol de la isoforma inducible por IFNs I de ADAR1 (ADAR1p150) en los niveles del hsa-

miR-145-5p y de los blancos de este miRNA, se utilizó un siRNA Silencer® Select Designed siRNA (Ambion, CA, 

EEUU) dirigido específicamente contra esta isoforma (Secuencia: Sense strand (5'->3'): 

GCCUCGCGGGCGCAAUGAATT; Antisense (5'->3') UUCAUUGCGCCCGCGAGGCAT) en células HSG que se 

estimularon con IFN-α o IFN-β. Se sembraron 400.000 células en placas de cultivo de 6 pocillos con 2 mL de 

medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con 5 % SFB durante 24 h hasta alcanzar un 80% de confluencia. 

Luego, se preparó una mezcla de transfección con 5 o 10 nM del siRNA ADAR1p150 o siRNA control cuya 

secuencia no está dirigida contra ningún transcrito humano y HiPerFect (Qiagen, Hilden, Alemania). La mezcla 

se incubó durante 10 min a temperatura ambiente en medio DMEM-F12 sin suero. Transcurrido este tiempo, 

se agregó la mezcla de transfección por goteo a cada pocillo, se realizaron suaves movimientos envolventes a la 

placa y se incubó por 24 h. Posteriormente, las células HSG se estimularon con 10 ng/mL de IFN-α (BioLegend, 

CA, EEUU) o IFN-β (RyD, Mn, EEUU) preparadas en medio DMEM-F12 sin suero por 24 h. Finalmente, las células 

se lisaron utilizando QIAzol (Qiagen, Hilden, Alemania) para extraer RNAs totales.  

Extracción de RNA total  

Tanto para la detección de RNAs mensajeros de los genes de interés como para la detección de los 

niveles del hsa-miR-145-5p y su precursor pri-miR-145 se utilizaron extractos de RNAs totales obtenidos desde 

una misma glándula o pocillo de cultivo celular. Para esto se utilizó el método de extracción orgánica y 

purificación de RNA mediante una columna de sílica-gel miRNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania), que 

permite la retención de RNAs pequeños (en un rango de 18 a 200 nucleótidos). En el caso de la extracción 

desde GSL, se pulverizaron utilizando N2 líquido y ejerciendo presión con un pistilo sobre un mortero de 

porcelana. Posteriormente, se agregaron a la muestra 700 μL del reactivo de lisis (fenol y tiocianato de 
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guanidinio) (QIAzol, Qiagen, Hilden, Alemania) y se continuó con la disgregación del tejido en el mortero y se 

homogenizó con la ayuda de un homogeneizador vidrio-vidrio. Por otra parte, para extraer el RNA desde placas 

de cultivo, se lavaron las células HSG en PBS 1X y se lisaron utilizando un cell scraper y 300 µL de QIAzol. Tanto 

el lisado obtenido de GSL como el de células HSG, se pasaron por la punta de una jeringa desechable de 

tuberculina cinco veces, y se mantuvo por 5 min a temperatura ambiente para favorecer la disociación de 

complejos nucleoproteícos. Posteriormente se agregaron 140 μL de cloroformo en el caso de GSL y 60 μL en el 

caso de células HSG, se agitó la mezcla vigorosamente y se incubaron a temperatura ambiente por 3 min. El 

volumen resultante se centrifugó a 10.500 rpm por 15 min y 4 °C (centrífuga Hettich 32R, rotor 9.7 cms). La 

fase acuosa superior, que contiene los RNAs, se transfirió a un tubo con etanol 100% y esta mezcla se depositó 

en columnas miRNeasy y se centrifugó durante 15 s a 12.000 rpm. El RNA unido a la membrana de sílica se lavó 

para eliminar los residuos de fenol y otros contaminantes con tampón RWT (tampón de lavado de composición 

confidencial, con isopropanol y tiocianato de guanidinio como principales componentes, miRNeasy mini kit, 

Qiagen, Hilden, Alemania) y se centrifugó durante 15 s a 12.000 rpm. Para eliminar una posible contaminación 

con DNA genómico, se realizó un tratamiento con DNAsa I, para lo cual se agregó al centro de las columnas 80 

μL de una mezcla de digestión compuesta por 10 μL de DNAsa I y 70 μL de tampón RDD (presente en el set de 

DNAsa I, Qiagen, Hilden, Alemania). Después de 45 min de incubación a temperatura ambiente, se lavó la 

membrana con tampón RWT y se centrifugó durante 15 s a 12.000 rpm. Luego se realizaron dos lavados 

consecutivos con tampón RPE (tampón de lavado de composición confidencial, con etanol como principal 

componente miRNeasy mini kit, Qiagen, Hilden, Alemania) y se centrifugó a 12.000 rpm durante 15 s cada vez. 

Finalmente, el RNA total se eluyó con 20 μL de agua libre de nucleasas. La concentración y pureza del RNA se 

determinó midiendo la absorbancia de cada muestra (dilución 1:200) a 260 y 280 nm y calculando la relación 

260/280. Todas las muestras que se utilizaron presentaron una relación de 1,8 a 2,0. La concentración de RNA 

se determinó empleando la siguiente fórmula: [RNA]= 200 (factor de dilución) x (Abs. a 260 nm) x 40 (μg/mL). 

Determinación de los niveles de expresión del hsa-miR-145-5p a través de ensayo Taqman 

Para determinar los niveles del hsa-miR-145-5p se realizó un ensayo de Taqman específico para 

miRNAs. Esta tecnología involucra la retro-transcripción (RT) específica del hsa-miR-145-5p a través de sondas 

comerciales de RT de tipo stem-loop que permiten alargar la molécula corta de miRNA de manera específica 

para así retro-transcribirla. Posteriormente, esta molécula es amplificada y detectada específicamente a través 

de sondas comerciales de hidrólisis de secuencia complementaria al hsa-miR-145-5p maduro. 
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Retro-transcripción del miRNA maduro 

Para la reacción de RT se utilizó el kit de transcripción reversa Taqman™ MicroRNA (Applied 

Biosystems, MA, EEUU). Se preparó una mezcla que incluyó 200 ng de RNA total, 1,5 μL de tampón RT 10X, 1 μL 

de transcriptasa reversa Multiscribe 50 U/μL, 0,15 μL dNTPs 100 mM , 0,19 μL de inhibidor de RNAsas 20 U/μL 

y 4,16 μL de agua libre de nucleasas, además de 3 μL de sonda comercial stem-loop RT-específica para el hsa-

miR-145-5p. La misma reacción se realizó de manera paralela para la RT del gen housekeeping U48, utilizando 

una sonda comercial específica para este transcrito. Ambas mezclas se incubaron por 5 min en hielo y luego a 

16 °C por 30 min, a 42 °C por 30 min y finalmente a 85 °C por 5 min.  

PCR en tiempo real de miRNAs 

Para determinar los niveles de expresión del hsa-miR-145-5p se utilizaron sondas de hidrólisis 

comerciales específicas para la detección de hsa-miR-145-5p maduro o U48 de Taqman™ MicroRNA Assays 

(Applied Biosystems, MA, EEUU) y Universal Master Mix II, no UNG (Applied Biosystems, MA, EEUU). Se 

preparó una mezcla de 6 μL de Universal Master Mix II, 1,33 μL de cDNA de miRNAs preparado en la RT-

específica, 1 μL de sonda de hidrolisis y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 20 μL. La 

mezcla se incubó 30 s a 25 °C, luego se calentó 10 min a 95 °C para activar la enzima, para finalmente 

someterla a 40 ciclos alternados de 15 s a 95 °C de desnaturalizacióny 1 min a 60 °C para el apareamiento y 

elongación de los partidores. Como control negativo se utilizó una reacción sin templado. Los niveles de miRNA 

se normalizaron a los niveles del gen housekeeping U48 y para el cálculo de los niveles de expresión relativa se 

utilizó el modelo calibrado por eficiencia [75]. 

Determinación de los niveles de expresión del pri-miR-145 a través de ensayo Taqman 

 Para la detección de los niveles de pri-miR-145 se sintetizó cDNA a través de un kit optimizado para la 

retro-transcripción de transcritos largos, con estructuras secundarias y de bajo nivel de expresión. 

Posteriormente el pri-miR-145 fue amplificado y detectado mediante el uso de sondas de hidrólisis comerciales 

Taqman™ específicas. A pesar de que los pri-miRNA no se han mapeado de manera exhaustiva, esta tecnología 

permite detectar este precursor de manera específica debido al uso partidores de amplificación y sondas de 

detección que sean complementarias a alguna secuencia lo más cercana al stem-loop que contiene al pre-

miRNA y miRNA maduro. Esto se logra a través del mapeo de la secuencia de stem-loop de interés reportada en 

la base de datos miRBase [76] con la versión más reciente del genoma humano y el diseño de partidores de 

amplificación y detección para secuencias que se encuentren dentro de los 500 pb que flanquean 

inmediatamente ambos lados del stem-loop. La detección del pri-miRNA en conjunto con el miRNA maduro 
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permiten discernir si las alteraciones observadas en los niveles de miRNA maduro se asocian a alteraciones 

transcripcionales o de su procesamiento. 

Retro-transcripción del pri-miRNA 

Para la reacción de RT se utilizó el kit de transcripción reversa AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit 

(Agilent Technologies, CA, EEUU). Se preparó una mezcla que incluyó 1 μg de RNA total, 10 μL de First strand 

master mix 2X, 1 μL de la mezcla que contiene la enzima AffinityScript RT e inhibidor de RNAsa, 1,7 μL de 

partidores oligo(dT) (0.1 μg/μL), 0,3 μL de partidores al azar (0.1 μg/μL) y agua libre de nucleasas para llevar la 

mezcla a 20 μL. Esta mezcla se incubó 5 min a 25 °C, luego 45 min a 42 °C para favorecer la RT de transcritos 

largos y finalmente 5 min a 95 °C. 

PCR en tiempo real del pri-miRNA 

Para determinar los niveles de expresión del pri-miR-145 se utilizaron sondas de hidrólisis específicas 

para la detección de pri-miR-145 o h18S de Taqman™ Pri‑miRNA Assays (Applied Biosystems, MA, EEUU) y 

Universal Master Mix II, no UNG (Applied Biosystems, MA, EEUU). Se preparó una mezcla de 10 μL de Universal 

Master Mix II, 1 μL de sonda de hidrólisis comercial dirigida contra el pri-miR-145 o h18S, 4 μL de cDNA 

obtenido en el paso anterior a dilución 1/4 y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 20 μL. La 

mezcla se incubó 30 s a 25 °C, luego se calentó 10 min a 95 °C para activar la enzima, para finalmente 

someterla a 52 ciclos alternados de 15 s a 95 °C de desnaturalización y 1 min a 60 °C para el apareamiento y 

elongación de los partidores. Como control negativo se utilizó una reacción sin templado. Los niveles de pri-

miRNA se normalizaron a los niveles del gen housekeeping h18S y para el cálculo de los niveles de expresión 

relativa se utilizó el modelo calibrado por eficiencia [75]. 

Determinación de los niveles relativos de transcritos mediante RT-qPCR 

Síntesis de cDNA 

Para el estudio de los niveles de transcrito de los genes incluidos en este trabajo se utilizó cDNA 

sintetizado a partir de 1 μg de RNA total, el cual se mezcló con 1 μL de inhibidor de RNAsa RNaseOUT 

(Invitrogen, Massachusetts, EEUU), 0,5 μL de partidores oligo (dT), 0,5 μL de partidores al azar (Promega, MDN, 

EEUU) y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen final de reacción de 12 μL. Esta solución se 

calentó a 70 °C por 10 min. Consecutivamente, se agregaron 4 μL de tampón 5X (Tris-HCl 250 mM, pH 8,3, KCl 

3,75 mM, MgCl2 15 mM), 2 μL de DTT 0,1 M y 1 μL de dNTPs 10 mM y la mezcla se calentó a 42 °C por 2 min. 

Se agregó 1 μL de la enzima Super Script II (200U, Invitrogen, Massachusetts, EEUU) y se incubó a 42 °C durante 

60 min para finalizar con una incubación a 70 °C por 15 min. 
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Diseño de partidores específicos 

Para las reacciones de PCR en tiempo real se diseñaron partidores para los genes MUC1, TLR4, IFN-α, 

IFN-β, ISGs (MX1, IFIT1, IFI44, IFI44L, IFITM1), FSCN1, enzimas metilantes (METTL3 y METTL14), enzimas 

desmetilantes (FTO y ALKBH5), ADAR1p110, ADAR1p150 y h18S (Tabla 3) (Integrated DNA Technologies, 

Fermelo SA). Se utilizaron las secuencias de los genes disponibles en bases de datos (GenBank, NCBI, NIH) y se 

diseñaron los partidores utilizando el programa AmplifX 2.1. (Instituto Jean Roche, Francia) considerando que 

estos fueran específicos, que no formaran estructuras secundarias ni dímeros de partidores. Todos los 

partidores diseñados abarcan todas las isoformas generadas por corte y empalme alternativo de los transcritos 

de interés (Tabla 3) 

Tabla 3. Secuencias de partidores utilizados para PCR en tiempo real. 

     

Gen N° acceso GenBank Secuencia 

MUC1 

NM_001204290.1 NM_001204294.1 
NM_001044393.2 NM_001044390.2 
NM_001044391.2 NM_001018017.2 

NM_001204293.1 NM_002456.5 
NM_001204285.1 NM_001204289.1 
NM_001204291.1 NM_001204292.1 
NM_001204296.1 NM_001044392.2 
NM_001204295.1 NM_001204288.1 
NM_001018016.2 NM_001204297.1 
NM_001204287.1 NM_001204286.1 

F: 5’-GCCACTTCTGCCAACTTGTA-3’                
R: 5’-TGAGCTTCCACACACTGAGA-3’ 

TLR4 
NM_003266.4 NM_138554.5 

NM_138557.3 
F: 5’-TTATTCCCGGTGTGGCCATT-3’ 
R: 5’-AGCACGACTCGTCAGAAACT-3’ 

IFN-α 

NM_024013.3 NM_002172.3 
NM_000605.4 NM_006900.4 
NM_021068.3 NM_002171.2 
NM_002169.3 NM_002173.3 
NM_021002.2 NM_002170.4 
NM_021057.2 NM_021268.2 

NM_002175.2 

F: 5’- AGAGGACCATGCTGACTGATCCATT -3’ 
R: 5’- CACTGTGCAAAGGTGCACATGAC -3’ 

IFN-β NM_002176.4 
F: 5’-TCTAGCACTGGCTGGAATGAGACT-3’   
R: 5’-TGGCCTTCAGGTAATGCAGAATCC-3’ 

MX1 
NM_001144925.2 NM_001178046.3 

NM_001282920.1 NM_002462.5 
F: 5’- ACATCCAGAGGCAGGAGACAATCA -3’ 
R: 5’- CACGTCCACAACCTTGTCTTCAGT-3’ 
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IFIT1 
NM_001270927.2 NM_001270928.2 
NM_001270929.2 NM_001270930.2 

NM_001548.5 

F: 5’-AAGAGCCTGCTTTTGGTTGCTG 
R: 5’- AGACGGTTGGTTTTGCCATTGC -3’ 

IFI44 NM_006417.5 
F: 5’-AAGGGGTCATTGAGCTCAGGAAGA-3’ 

R: 5’- TGATGCGTTACATGCCCTTGGA-3’ 

IFI44L 
NM_001375646.1 NM_001375648.1 
NM_001375647.1 NM_001375649.1 

NM_001375650.1 NM_006820.4 

F: 5’- AGCGTTACAGCCCTGCATTTGA -3’ 
R: 5’- GACTGTTCCAAGGACAGAAGGCAA -3’ 

IFITM1 NM_003641.5  
F: 5’- TTCGGCTCTGTGACAGTCTACCAT -3’ 

R: 5’- ACACTGTAGACAGGTGTGTGGGTA -3’ 

FSCN1 NM_003088.4 
F: 5’- CAATGGCAAGTTTGTGACCTCCAAG -3’   
R:  5’- CATCGTTGAACTCCAGCTGGAAGA -3’     

METTL3 NM_019852.5 
F:  5’-TTTCCGGTTAGCCTTCGGG-3’ 

R:  5’-CTGCCTCTGGATTCCGTAGATC-3’ 

METTL14 NM_020961.4 
F:  5’-TCTACTGAGGAAAGCTATGAGG-3’ 
R:  5’-CTATTTAACACGGCACCAATG-3’ 

  

ALKBH5 NM_017758.4 
F: 5’-GGGTGCACCAGCTGGTGATCCAAAA-3’ 
R:  5’-ACCGGCAGGGAAAGCACTGGTTC-3’ 

FTO 

NM_001080432.3 NM_001363891.1 
NM_001363894.1 NM_001363896.1 
NM_001363898.1 NM_001363899.1 
NM_001363900.1 NM_001363901.1 
NM_001363903.1 NM_001363905.1 
NM_001363988.1 NM_001363897.1 

F:  5’-CTTGAAGACACTTGGCTCCCT-3’ 
R:  5’-ATACACTGCTGGCTTCTCGG-3’ 

ADAR1p110 
NM_001365049.1 NM_001365048.1 
NM_001365047.1 NM_001365046.1 
NM_001193495.2 NM_001025107.3 

F:  5’-GTGTCCCGAGGAAGTGCAA-3’ 
R:  5’-TGTCTGTGCTCATAGCCTTGAAA-3’ 

ADAR1p150 
 NM_015840.4     NM_015841.4 
NM_001365045.1 NM_001111.5  

F:  5’-CGGGCGCAATGAATCC-3’ 
R:  5’-TGTGCTCATAGCCTTGAAATGG-3’ 

h18S NM_022551.2 
F: 5’‐GATATGCTCATGTGGTGTTG‐3’  
R: 5’‐AATCTTCTTCAGTCGCTCCA‐3’ 

      

PCR en Tiempo Real 

Las reacciones de PCR en tiempo real para evaluar los niveles de transcritos se realizaron agregando: 4 

μL del 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCRMix Plus, 0,4 μL de cada partidor (200 nM concentración final), 13,2 μL 

de agua libre de nucleasas y 2 μL de cDNA a dilución 1/20. Se utilizó un control negativo sin templado. Se 

empleó un protocolo con 15 min a 95 °C para activar la enzima y 40 ciclos consecutivos y alternados de 

desnaturalización a 95 °C por 15 s, 60 °C por 15 s para el apareamiento de los partidores y 72 °C por 15 s para la 
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elongación. Para evaluar la especificidad de los amplicones obtenidos se realizó una curva de disociación al 

final de la reacción de PCR. Para esto, se agregó un ciclo adicional en donde las muestras se desnaturalizaron 

durante 10 s a 95 °C, se hibridaron a 70 °C durante 1 s y durante 10 min se realizó un aumento gradual de la 

temperatura (0,02 °C/s) hasta alcanzar los 95 °C. Este gradiente de temperatura creciente permite evaluar la 

cinética de disociación de los fragmentos amplificados y determinar la temperatura de melting (Tm) de los 

amplicones para comprobar su especificidad. Esta Tm debe corresponder a una curva con un único máximo, 

que es específico para cada producto génico. Adicionalmente, estos productos de Tm única fueron analizados a 

través de electroforesis en gel de agarosa al 2% p/v en tampón TAE 1X (tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 

8,0). Las muestras se prepararon mezclando 5 µL del producto de PCR y 1 µL de colorante para carga de DNA 

en geles 6X (Thermo Fisher Scientific, OR, EEUU). Luego se realizó la separación electroforética a 110 V por 40 

min, con tampón de corrida TAE 1X. Los geles se fotografiaron en un transiluminador UV (FBTIV-816 Fisher 

Scientific), empleando una cámara Nikon coolpix 4300 y se verificó la presencia de una banda única en el peso 

esperado señalado por el software AmplifX 2.1 durante el diseño de partidores. Los valores de Ct se obtuvieron 

con el programa AriaMx 1.71 (AgilentTechnologies, CA, EEUU). La razón de expresión relativa de un gen blanco 

se expresó en comparación a h18S usando el modelo calibrado por eficiencia [75]. 

Cálculo de puntaje de IFNs I 

Para determinar la activación de la vía de IFNs I en GSL de pacientes con SS e individuos controles se 

calculó el puntaje de IFNs I, el cual corresponde a la suma de los niveles de expresión estandarizada de un set 

de ISGs [77, 78]. Para esto se utilizó el nivel de expresión relativa promedio y desviación estándar (DE) de cada 

ISG (MX1, IFI44L, IFI44, IFIT1, IFITM1) en el grupo control para estandarizar los niveles de expresión relativa de 

cada ISG en cada individuo (pacientes con SS y controles). Los niveles de expresión estandarizados para cada 

ISG se suman para cada individuo, generándose una puntuación de IFNs I por individuo. De esta forma el 

puntaje obtenido corresponde a la suma de los niveles expresión estandarizada de cada ISG para ese individuo. 

Este cálculo se resume en la siguiente fórmula, en dónde i = cada uno de los ISG, iSS=niveles de expresión de 

cada ISG en cada paciente con SS y ictr= niveles de expresión de cada ISG en individuos controles: 
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Determinación de los niveles relativos de proteína mediante Western Blot 

Extracción de proteínas 

Se extrajeron proteínas a partir de GSL de pacientes con SS, individuos controles y de células HSG. Las 

GSL de un peso húmedo de aproximadamente 10 mg se pulverizaron usando N2 líquido con la ayuda de un 

pistilo y mortero de porcelana. La muestra se homogeneizó con 350-500 μL de tampón de extracción de 

proteínas que contiene RIPA (Tris-HCl 50 mM, Tritón X-100 1%, NaCl 150 mM, SDS 0,1%, EDTA 5 mM, 

Deoxicolato de sodio 1%, pH 7,4), cóctel de inhibidores de proteasas (cOmpleteTM Mini Roche), fosfatasas 

(Phostop, Roche) y fluoruro de sodio 100 nM. Luego se continuó la disgregación en un homogeneizador 

vidrio‐vidrio. La suspensión obtenida se succionó 5 veces con una jeringa de tuberculina de 1 mL y se sometió a 

3 ciclos de congelamiento/descongelamiento de 5 min cada uno. Para la extracción de proteínas de células 

HSG, las células se lavaron con PBS 1X y luego se les agregó tampón de lisis de proteínas y se soltaron las 

células con la ayuda de un cell scraper. Finalmente, tanto los lisados obtenidos a partir de GSL como de células 

HSG se centrifugaron a 12.000 rpm (Centrifuge Universal 32R, radio 13,7 cm, Marca Hettich, EEUU) por 5 min a 

4 °C. El sobrenadante se utilizó para cuantificar las proteínas utilizando el método del ácido bicinconínico (BCA). 

Para esto, se realizaron diluciones del extracto de proteínas que se incubaron con el reactivo de BCA en 

dilución 1/8, durante 30 min a 37 °C. Luego, se midió la absorbancia de la muestra a 562 nm en un lector de 

microplacas (ELX800, BioTek, Winooski, VT, EEUU). La curva de calibración de concentraciones conocidas de 

proteínas se realizó utilizando albúmina de suero bovino (BSA) 1000 μg/mL. Las concentraciones de las 

muestras extraídas se determinaron utilizando la ecuación de la recta que se obtuvo en la curva de calibración 

de BSA. 

Electroforesis SDS-PAGE y Western blot 

Las proteínas extraídas desde las muestras de interés se separaron de acuerdo con sus pesos 

moleculares mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). 20 µg de 

proteína en el caso de GSL, y 10 µg de proteína en el caso de células HSG se diluyeron en relación 1:1 con 

tampón de carga 2X (Tris‐HCl 125 mM, SDS 4,6% p/v, glycerol 20% v/v, azul de bromofenol 0,02%, β-

mercaptoetanol 5% v/v, pH 6,8) y calentaron a 95 °C durante 10 min. La separación electroforética se realizó en 

geles de poliacrilamida al 8% en tampón de corrida (Glicina 192 mM, Tris Base 25 mM, SDS 0,1% p/v) a una 

corriente continua de 12 mA hasta que el frente de corrida alcanzó el gel separador, y luego, la separación de 

las proteínas se realizó aplicando voltaje constante de 100 V. Las proteínas separadas se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa (0,45 μm), usando tampón de transferencia (Tris‐HCl 20 mM, Glicina 154 mM, 

metanol 20% v/v) y corriente continua de 100 V durante 110 min a 4 °C. Para evaluar la calidad de la 
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transferencia, las membranas se lavaron con agua destilada y se tiñeron con rojo Ponceau al 5% durante 10 

min a temperatura ambiente y agitación lenta. Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en 

tampón TBS‐T (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1% v/v, pH 7,4) durante 1 h a temperatura ambiente 

y agitación lenta. Posteriormente, se incubaron las membranas con los anticuerpos primarios diluidos en TBS-T 

1X y en las condiciones detalladas en la Tabla 4. Luego, las membranas se lavaron con TBS‐T 1X y se incubaron 

con el respectivo anticuerpo secundario acoplados a peroxidasa de rábano picante (HRP) durante 1 h a 

temperatura ambiente y agitación constante. Finalmente, las membranas se lavaron con TBS-T1X y revelaron 

mediante quimioluminiscencia utilizando el kit SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate, (Pierce, 

Thermo Scientific, MA, EEUU) utilizando el sistema de captura digital C-DiGit blot scanner (LI-COR Inc, NE, 

EEUU). La intensidad de las bandas se determinó por densitometría utilizando el software Image Studio Digits 

(LI-COR Inc, Lincoln, NE, EEUU). Los niveles de proteínas se normalizaron en relación con los niveles de β-actina. 

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para Western Blot e inmunofluorescencia 

         

Anticuerpos 
primarios 

Origen Inmunógeno Empresa 
Incubación 

Dilución, tiempo, t° 

Anti-MUC1 (M8), 
monoclonal, IgG1 

Ratón 
Epítope DTR del dominio glicosilado de 

MUC1 
Dr. Dallas 
Swallow 

WB GSL: 1:10, 20 h, 4 °C 
WB células HSG: 1:500, 20 h, 4 °C 

IF GSL: directo, 22 h, 4 °C  

Anti-TLR4, policlonal, 
IgG 

Conejo 
Péptido sintético correspondiente a los 
aminoácidos 653-839 de TLR4 humana 

Proteintech 
WB GSL: 1:500, 20 h, 4 °C 

WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C  
IF GSL: 1:100, 22 h, 4 °C 

Anti-METTL3 (D2I6O), 
monoclonal, IgG 

Conejo 
Péptido sintético correspondiente a los 

residuos que rodean al aminoácido 
Leu297 de la proteína METTL3 humana 

Cell Signaling 
WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C        

WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C              
IF GSL: 1:150, 22 h, 4 °C 

Anti-METTL14 
(D8K8W), 

monoclonal, IgG 
Conejo 

Péptido sintético correspondiente a los 
residuos que rodean al aminoácido 

Pro130 de la proteína METTL14 humana 
Cell Signaling 

WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C       
 WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C              

IF GSL: 1:150, 22 h, 4 °C 

Anti-ALKBH5 (E5Y7C), 
monoclonal, IgG 

Conejo 
Péptido sintético correspondiente a los 

residuos que rodean al aminoácido 
Gly142 de la proteína ALKBH5 humana 

Cell Signaling 
WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C         

WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C              
IF GSL: 1:200, 22 h, 4 °C 

Anti-FTO (D6Z8W), 
monoclonal, IgG 

Conejo 
Péptido sintético correspondiente a los 

residuos que rodean al aminoácido 
Leu464 de la proteína FTO humana 

Cell Signaling 
WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C        

WB células HSG: 1:5000, 20 h, 4 °C              
IF GSL: 1:200, 22 h, 4 °C 

Anti-hnRNPA2B1 
(2ª2), monoclonal, 

IgG1 
Ratón  Proteína hnRNP B1 humana Cell Signaling 

WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C        
WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C              

Anti-ADAR1 (15.8.6), 
monoclonal, IgG1 

Ratón 
Residuos 440-826 de ADAR1 de origen 

humano 
Santa Cruz 

WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C       
 WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C              

IF GSL: 1:300, 22 h, 4 °C 
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Anti-β-actina (BA3R), 
monoclonal 

Ratón Péptido N-terminal β-actina Invitrogen 
WB GSLs: 1:10000, 2 h, TA      

  WB Células HSG: 1:10000, 2 h, TA 

          

Anticuerpos 
Secundarios 

Origen Empresa Incubación Dilución, tiempo, t° 

Anti-IgG (H+L) conejo 
conjugado a HRP 

Cabra Thermo Scientific 
WB GSL: 1:10000, 1 h, TA                                             

WB Células HSG: 1:10000, 1 h, TA 

Anti-IgG (H+L) ratón 
conjugado a HRP 

Cabra Thermo Scientific 
WB GSL: 1:10000, 1 h, TA                                             

WB Células HSG: 1:10000, 1 h, TA 

Anti-IgG (H+L) conejo 
Alexa Fluor 488 TM 

Cabra Thermo Scientific IF GSL: 1:200, 1 h, TA 

Anti-IgG (H+L) ratón 
Alexa Fluor 488 TM 

Cabra Thermo Scientific IF GSL: 1:200, 1 h, TA 

TA: 34emperature ambiente; WB: Western blot; IF: Inmunofluorescencia.   

 

Inmunofluorescencia 

Para la detección de la localización de MUC1, TLR4, METTL3, METTL14, FTO, ALKBH5 y ADAR1 se 

realizaron inmunofluorescencias (IF) en cortes de 4 µm de GSL fijadas con paraformaldehído al 1 % p/v durante 

6 h e incluidas en parafina. Los cortes fueron desparafinados, rehidratados y posteriormente se realizó una 

recuperación de la reactividad antigénica en tampón citrato 0,01 M, pH 6, en vaporera a 92 °C durante 25 min. 

Luego se realizó el bloqueo de las interacciones inespecíficas con caseína 0,25 % p/v durante 1 hora y se incubó 

con los anticuerpos primarios en las diluciones que se señalan en la Tabla 4 durante 22 h a 4 °C. Los cortes 

fueron lavados con PBS y posteriormente incubados con anticuerpos secundarios conjugados a fluoróforos 

AlexaFluor 488 (Invitrogen), en dilución 1:200 durante 1 h a temperatura ambiente y con Hoechst 33342 

(Thermo Fisher Scientific, OR, EEUU) diluído 1:1000 para la tinción nuclear. El montaje de los preparados se 

realizó con Mowiol 4-88 (Calbiochem) al 10 % p/v preparado en glicerol al 25 % en Tris 0,1 M pH 8,5. Las 

preparaciones fueron analizadas y fotografiadas en un microscopio confocal C2 (Nikon, Tokyo, Japan). 
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Obtención de microfotografías  

Para obtener las fotografías de las IF se utilizó el microscopio confocal C2 (Nikon, Tokyo, Japan) se 

obtuvieron imágenes representativas con objetivos 20X, 40X y 40X más aumento digital de 3X de cada GSL de 4 

pacientes con SS y 3 individuos controles. Para cada proteína analizada se mantuvieron las condiciones de 

luminosidad (potencia del láser y sensibilidad del detector) y apertura del pinhole.  

Análisis estadístico  
 

Para el cálculo del tamaño muestral se planteó una hipótesis estadística de diferencia de medias 

unilateral. Con esta hipótesis se comparó la media entre los grupos en estudio. Es unilateral debido a que se 

considera la posibilidad de observar diferencias entre las variables en un sólo sentido. Dicho cálculo se realizó 

utilizando el programa OriginPro 8 SRO (Northampton, MA, EEUU), considerando una potencia de 80% y un 

error alfa=0,05. Considerando estas variables el tamaño muestral obtenido fue igual a 6 (6 pacientes con SS y 6 

controles).  

Los análisis comparativos entre valores medios en pacientes con SS e individuos controles o entre las 

condiciones experimentales y control se compararon utilizando la prueba U de Mann-Whitney o test-t, 

dependiendo si los datos presentaban distribución normal. Los análisis de correlación se realizaron utilizando la 

prueba de correlación de Spearman entre los niveles de miRNAs, de transcritos y proteínas de las moléculas 

analizadas en esta tesis y los parámetros clínicos. En ambos casos, se consideró el tipo de variable y la 

normalidad de los datos antes de aplicar la prueba estadística. Este análisis se realizó utilizando el programa 

GraphPadPrism, versión 6.0. Los valores de p menores a 0,05 fueron considerados estadísticamente 

significativos. 
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RESULTADOS 

Objetivo específico 1:  Evaluar el rol del hsa-miR-145-5p en la regulación de los niveles de MUC1 y TLR4 en GS 

de pacientes con SS y células HSG. 

Para determinar los niveles de expresión de hsa-miR-145-5p se realizaron ensayos TaqMan™ para la 

detección específica de miRNAs maduros en extractos de RNA total de GSL de 9 pacientes con SS y 6 individuos 

controles. Estos ensayos involucran la retro-transcripción (RT) específica del hsa-miR-145-5p a través 

partidores de RT de tipo stem-loop y la posterior amplificación y detección específica del miRNA a través de 

sondas de hidrólisis de secuencia complementaria al hsa-miR-145-5p maduro. Los resultados evidenciaron una 

disminución significativa de los niveles de hsa-miR-145-5p en las GSL de pacientes con SS (p=0,0004) (Figura 

3A).   

A través de la herramienta integrativa de predicción de blancos de miRNAs mirDIP 4.1 [79], que utiliza 

la información proveniente de 30 bases de datos distintas, se encontró  que MUC1 y TLR4 son blancos 

predichos del hsa-miR-145-5p. Esta plataforma asigna a cada interacción miRNA-blanco predicha un puntaje 

integrado deducido estadísticamente de la información obtenida de las distintas fuentes independientes, 

proporcionando de esta forma una medida unificada de confianza que además permite clasificar la interacción 

predicha en categorías de baja, mediana, alta o muy alta confianza [79]. A través de esta metodología, MUC1 

es un blanco potencial del hsa-miR-145-5p de mediana confianza predicho en 9 algoritmos bioinformáticos 

independientes. TLR4 es un blanco potencial del hsa-miR-145-5p de alta confianza y es predicho por 10 

algoritmos bioinformáticos.  

Para determinar si los niveles de estos blancos predichos in silico se asocian a los niveles del hsa-miR-

145-5p en GSL de pacientes con SS, se midieron los niveles de transcrito y proteína de MUC1 y TLR4 a través de 

RT-qPCR y Western Blot, respectivamente. Los resultados evidenciaron un aumento significativo en los niveles 

de transcrito de MUC1 (p=0,0440) y TLR4 (p=0,0014) (Figura 3B) en GSL de 9 pacientes con SS en relación con 

los 6 individuos controles. En la población completa de individuos, tanto los niveles de transcrito de MUC1 (R=-

0,4964; p=0,0299) como de TLR4 (R=-0,8179; p=0,0002) (Figura 3C-D) correlacionaron de manera inversa y 

significativa con los niveles de hsa-miR-145-5p.  
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Figura 3. Niveles de hsa-miR-145-5p y niveles de transcrito de MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (A) 
Niveles relativos de hsa-miR-145-5p en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (B) Niveles relativos de transcrito de MUC1 y 
TLR4 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Análisis de correlación de Spearman entre los niveles de hsa-miR-145-5p y los 
niveles relativos de transcrito de MUC1 (C) y TLR4 (D). Datos representativos de 4 mediciones independientes. (*) p<0.05 fue 
considerado estadísticamente significativo. 
 

Al medir en estos mismos individuos los niveles de proteína de MUC1 (p=0,2829) y TLR4 (p=0,4686) 

(Figura 4A-C), no se encontraron cambios estadísticamente significativos.  

 

Figura 4. Niveles de proteína de MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imágenes representativas de 
Western Blots de MUC1 (A) y TLR4 (B) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (C) Cuantificación de los niveles proteicos de 
MUC1 (incluyendo todas las bandas sobre 130 kDa) y TLR4 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Datos representativos de 
4 mediciones independientes. p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo. 
 

A pesar de no encontrarse diferencias estadísticamente significativas entre pacientes con SS e 

individuos controles para los niveles proteicos de MUC1, la detección a través de inmunofluorescencia de esta 

mucina reveló diferencias tanto en la distribución como en la intensidad de la señal. Como se observa en la 

Figura 5, solo los acinos serosos presentan señal inmunofluorescente, la cual se distribuye en la región apical 

en acinos de individuos controles (Figura 5A), y en la región basolateral en acinos de pacientes con SS (Figura 

5B) 
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Figura 5. Localización de MUC1 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imágenes representativas de la detección por 
inmunofluorescencia de MUC1 en GSL de individuos controles (A) y pacientes con SS (B). A’ y B’ imágenes de aumento mayor de los 
acinos delimitados por un cuadrado de líneas entrecortadas en A y B. Los límites de acinos están delimitados con líneas entrecortadas 
en A’ y B’. s: acino de tipo seroso, m: acino de tipo mucoso. 

 
De manera similar, a pesar de no encontrarse diferencias estadísticamente significativas en los niveles 

proteicos de TLR4 entre pacientes con SS e individuos controles, sí se observó una mayor intensidad de 

inmunofluorescencia en GSL de pacientes con SS. En individuos controles, TLR4 se distribuyó principalmente de 

manera basal en las células acinares (Figura 6A), mientras que en pacientes con SS esta marca se observó en la 

región basolateral y con mayor intensidad (Figura 6B-C). Estos resultados en conjunto sugieren una posible 

asociación entre los niveles del hsa-miR-145-5p y los niveles de transcrito de MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes 

con SS. 
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Figura 6. Localización de TLR4 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imágenes representativas de la detección por 
inmunofluorescencia de TLR4 en GSL de individuos controles (A) y pacientes con SS (B-C). A’-C’ imágenes de aumento mayor de los 
acinos delimitados por un cuadrado de líneas entrecortadas en A-C. Los límites de acinos están delimitados con líneas entrecortadas en 
A’-C’. a: acino, ci: células inflamatorias. 
 

Para determinar si el hsa-miR-145-5p regula los niveles de transcrito y proteína de MUC1 y TLR4, se 

realizaron ensayos funcionales transfectando células HSG con un imitador sintético del hsa-miR-145-5p (mimic) 

o su inhibidor (inhibitor). A través de estos ensayos se pueden modificar los niveles del miRNA para luego 

evaluar el efecto en los niveles de transcrito y proteína de sus blancos predichos. Se transfectaron las células 

HSG utilizando distintas concentraciones de mimic e inhibitor (3, 30 y 100 nM) y se probaron también distintos 

tiempos de transfección (3, 6, 9, 18 y 24 h). Posterior a las transfecciones, se evaluaron los niveles de hsa-miR-

145-5p a través de ensayos Taqman para corroborar el aumento o la disminución del miRNA. Las células HSG 

transfectadas con 100 nM del mimic por 24 h mostraron un aumento significativo de los niveles de hsa-miR-

145-5p (p=0,0143) y que corresponden al miRNA transfectado (Figura 7A). Mientras que, la transfección con 
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100 nM del inhibitor por 24 h provocó una disminución significativa de los niveles de hsa-miR-145-p (p=0,0143) 

(Figura 7B) en relación con la condición control (solo reactivo de transfección HiPerFect). 

Con el propósito de evaluar la especificidad de estos ensayos funcionales, se realizaron transfecciones 

utilizando controles negativos universales, comercialmente disponibles y cuyas secuencias están diseñadas 

para no dirigirse a ningún gen humano. Células HSG fueron transfectadas por 24 h con 100 nM de mimic(-) o 

inhibitor(-) y posteriormente se evaluaron los niveles de hsa-miR-145-5p a través de ensayo TaqMan. Tal como 

se observa en la Figura 7C, no se observaron cambios significativos en los niveles de hsa-miR-145-5p al 

transfectar con mimic(-) (p=0,2424) ni inhibitor(-) (p=0,4091). Estos resultados demuestran la especificidad de 

estos experimentos para producir la variación en los niveles de hsa-miR-145-5p. 

Para comprobar la efectividad de las transfecciones con mimic e inhibitor, se midieron a través de RT-

qPCR los niveles de transcrito de un gen blanco del hsa-miR-145-5p, FSCN1 (del inglés Fascin Actin-Bundling 

Protein 1). FSCN1 fue seleccionado ya que ocupa el primer lugar en el ranking de blancos experimentalmente 

validados del hsa-miR-145-5p según base de datos TarBase v8 [80], cuyo ranking se basa en la robustez de los 

experimentos que respaldan la interacción, priorizando los ensayos de interacción con genes reporteros [80]. 

La transfección de células HSG con 100 nM de mimic por 24 h disminuyó significativamente los niveles de 

transcrito de FSCN1 (p=0,0001) (Figura 7D), mientras que el efecto contrario se observó al transfectar 100 nM 

de inhibitor en iguales condiciones (p=0,0004) (Figura 7D). Estos resultados permitieron comprobar la 

efectividad del ensayo funcional.  

 

Figura 7. Niveles de hsa-miR-145-5p y del transcrito de FSCN1 en células HSG transfectadas con mimic o inhibitor del hsa-miR-145-5p. 
Niveles relativos de hsa-miR-145-5p en células HSG transfectadas por 24 h con 100 nM de mimic (A) o inhibitor (B). (C) Niveles relativos 
de hsa-miR-145-5p en células HSG transfectadas por 24 h con 100 nM de control negativo mimic(-) o control negativo inhibitor(-). (D) 
Niveles relativos de transcrito de FSC1 en células HSG transfectadas por 24 h con 100 nM de mimic o inhibitor. Condición control solo 
tratada con reactivo de transfección (HiPerfect). Datos representativos de 3 mediciones independientes de 4 experimentos 

independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo.  
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Los siguientes resultados en los que se detectaron los niveles de los blancos del hsa-miR-145-5p fueron 

realizados en las concentraciones que presentaron los cambios más significativos al analizar la curva de 

concentración y tiempo mencionada en la sección materiales y métodos y resultados. Estos corresponden a 

transfección con 100 nM de mimic e inhibitor para la evaluación de los niveles de transcrito y 30 nM de mimic e 

inhibitor para la determinación de los niveles proteicos. De manera similar a lo ocurrido con FSCN1, aunque en 

menor proporción, la transfección de 100 nM de mimic por 24 h disminuyó de manera significativa los niveles 

de transcrito de MUC1 (p=0,0004) (Figura 8A). Por el contrario, la transfección de las mismas concentraciones 

de inhibitor por 24 h generó un aumento significativo de los niveles de transcrito de MUC1 (p=0,0003) (Figura 

8A). Al evaluar el efecto del hsa-miR-145-5p en los niveles de proteína de MUC1 a través de Western Blot, se 

encontró que la transfección de células HSG con 30 nM de mimic por 24 h provocó una disminución 

significativa de los niveles de proteína de MUC1 (p=0,0079) (Figura 8B-C), y el efecto contrario se observó al 

transfectar el inhibitor en las mismas condiciones (p=0,0286) (Figura 8B-C). Estos resultados sugieren que los 

niveles de transcrito y proteína de MUC1 podrían estar regulados por los niveles de hsa-miR-145-5p. 

 

Figura 8. Niveles de transcrito y proteína de MUC1 en células HSG transfectadas con mimic o inhibitor del hsa-miR-145-5p.  (A) 
Niveles relativos de transcrito de MUC1 en células HSG transfectadas por 24 h con 100 nM de mimic o inhibitor. (B) Imagen 
representativa de Western Blot de MUC1 en células HSG transfectadas por 24 h con 30 nM de mimic o inhibitor. (C) Cuantificación de 
los niveles proteicos de MUC1 (incluyendo todas las bandas sobre 95 kDa) (C) en células HSG transfectadas por 24 h con 30 nM de 
mimic o inhibitor. Condición control solo tratada con reactivo de transfección (HiPerfect). Datos representativos de 3 mediciones 
independientes de 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo. H: HiPerFect, M: mimic, I: 
Inhibitor. 

Paralelamente, a través de RT-qPCR se encontró una disminución significativa de los niveles de 

transcrito de TLR4 (p=0,0011) (Figura 9A) al transfectar células HSG con 100 nM de mimic por 24 h y el efecto 

contrario se observó al transfectar el inhibitor en las mismas condiciones (p=0,0074) (Figura 9A). De manera 

similar, a través de Western Blot se encontraron niveles disminuidos de proteína de TLR4 al transfectar 30 nM 

de mimic por 24 h (p=0,0045) (Figura 9B-C), y el efecto opuesto se observó al transfectar el inhibitor en las 
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mismas condiciones (p=0,0002) (Figura 9B-C). Estos resultados sugieren que los niveles de transcrito y proteína 

de TLR4 podrían estar regulados por los niveles del hsa-miR-145-5p. 

 

Figura 9. Niveles de transcrito y proteína de TLR4 en células HSG transfectadas con mimic o inhibitor del hsa-miR-145-5p. (A) Niveles 
relativos de transcrito de TLR4 en células HSG transfectadas por 24 h con 100 nM de mimic o inhibitor. (B) Imágenes representativas de 
Western Blots de TLR4 en células HSG transfectadas por 24 h con 30 nM de mimic o inhibitor. (C) Cuantificación de los niveles proteicos 
de TLR4 en células HSG transfectadas por 24 h con 30 nM de mimic o inhibitor. Condición control solo tratada con reactivo de 
transfección (HiPerfect). Datos representativos de 3 mediciones independientes de 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue 
considerado estadísticamente significativo. H: HiPerFect, M: mimic, I: Inhibitor. 

 

En conjunto, los resultados obtenidos tanto en GSL de pacientes con SS como a través de ensayos 

funcionales sugieren un rol del hsa-miR-145-5p en la regulación de los niveles de MUC1 y TLR4. Estos 

resultados fueron publicados en Jara y colaboradores, Frontiers in Immunology 12:685837 [81].  
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Objetivo específico 2: Evaluar el rol de IFNs I en los niveles del hsa-miR-145-5p y pri-miR-145 en GS de 

pacientes con SS y células HSG. 

Para explorar los mecanismos que podrían llevar a la disminución del hsa-miR-145-5p, se determinaron 

a través de RT-qPCR los niveles de transcrito de IFN-α e IFN-β en GSL de 9 pacientes con SS y 6 individuos 

controles y se evaluó su posible asociación con los niveles del hsa-miR-145-5p. Si bien no se encontraron 

diferencias significativas en los niveles de transcrito de IFN-α entre ambos grupos (p=0,2454) (Figura 10A), se 

observó un aumento significativo de los niveles de transcrito de IFN-β en GSL de pacientes con SS (p=0,0014) 

(Figura 10A). Además, los niveles del hsa-miR-145-5p no correlacionaron de manera significativa con los niveles 

de IFN-α (R=-0,3451; p=0,1135) (Figura 10B), pero si se observó una correlación inversa y significativa entre los 

niveles de IFN-β y los niveles del hsa-miR-145-5p (R=-0,5000; p=0,03000) (Figura 10C), lo que sugiere una 

posible asociación entre que niveles elevados de esta citoquina pro-inflamatoria y los niveles disminuidos del 

hsa-miR-145-5p. 

 

Figura 10. Niveles de transcrito de IFN-α e IFN-β en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (A) Niveles relativos de transcrito 
de IFN-α e IFN-β en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Análisis de correlación de Spearman entre los niveles de hsa-miR-
145-5p y los niveles relativos de transcrito de IFN-α (B) e IFN-β (C). Datos representativos de 4 mediciones independientes. (*) p<0.05 
fue considerado estadísticamente significativo. 
 

A continuación, se evaluó si las GSL de estos mismos pacientes con SS presentan una sobreactivación 

de la vía de IFNs I como consecuencia del aumento observado en los niveles de IFN-β. Para esto, se determinó 

la presencia de la “IFN signature” a través de la medición por RT-qPCR de los niveles de transcrito de 5 ISGs que 

habitualmente están sobrexpresados en tejidos en donde hay sobreactivación de esta vía: IFI44L, IFI44, MX1, 

IFIT1 e IFITM1. Mediante la suma de los niveles de expresión estandarizados de cada ISG para cada individuo, 

se puede calcular el denominado “puntaje de IFNs I” [41]. Puntajes de IFNs I que se encuentran dos o tres 

desviaciones estándar sobre la media del grupo control son indicativos de la presencia de la IFN signature y por 

ende de una activación de la vía de IFNs I [41]. Como se puede observar en la Figura 11A, las GSL de pacientes 

con SS presentan niveles elevados de los transcritos: MX1 (p=0,0002), IFIT1 (p=0,0024), IFITM1 (p=0,0005), 

IFI44 (p=0,0002) e IFI44L (p=0,0002). Además, presentaron un puntaje de IFNs I significativamente mayor 

(p=0,0002) (Figura 11B) con un promedio de 40,2, y un rango de 19,9 a 80,4 mientras que en individuos 
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controles el puntaje promedio fue de -0,3, con un rango de -4,8 a 4,1. Por lo tanto, los individuos de esta 

cohorte de pacientes con SS se consideran positivos para la IFN signature. Además, los puntajes de IFNs I 

correlacionaron de manera inversa y significativa con los niveles de hsa-miR-145-5p (R=-0,7714; p=0,0004) 

(Figura 11C), sugiriendo una asociación entre la activación de esta vía y los niveles disminuidos del hsa-miR-

145-5p.  

 
Figura 11. Niveles de transcrito de ISGs y puntaje de IFNs I en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (A) Niveles relativos de 
transcrito de Mx1, IFIT1, IFITM1, IFI44 e IFI44L en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (B) Puntaje de IFNs I calculado a través 
de la suma de los niveles de expresión estandarizados de Mx1, IFIT1, IFITM1, IFI44 e IFI44L para cada individuo. (C) Análisis de 
correlación de Spearman entre los niveles de hsa-miR-145-5p y el puntaje de IFNs I. Datos representativos de 4 mediciones 
independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo.3 
 
 

Considerando la asociación observada entre la activación de la vía de IFNs I y la disminución del hsa-

miR-145-5p, se realizó un análisis de correlación de Spearman para evaluar posibles asociaciones con 

parámetros clínicos de la enfermedad, como serología positiva de los autoanticuerpos anti-Ro/SSA y anti-

La/SSB, y el grado de infiltración linfocítica en las GSL, representada como score de foco. Como se observa en la 

Tabla 5, se observó una correlación positiva y significativa entre la sobreactivación de la vía de IFNs I expresada 

a través los puntajes aumentados de IFNs I y la presencia de autoanticuerpos anti-Ro/SSA (R=0,850; p=<0,0001) 

y anti-La/SSB (R=0,589; p=<0,021) y el score de foco (R=0,750; p=<0,001). Interesantemente, también se 

encontró una correlación inversa fuerte y significativa entre la disminución del hsa-miR-145-5p y la presencia 

de autoanticuerpos anti-Ro/SSA (R=-0,819; p=<0,001) y anti-La/SSB (R=-0,589; p=0,021), así como con el score 

de foco (R=-0,807; p=<0,001). Estos resultados, en conjunto con la correlación inversa entres los puntajes de 
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IFNs I y los niveles de hsa-miR-145-5p, sugieren una asociación entre los parámetros clínicos de autoinmunidad 

e inflamación y la activación de la vía de IFNs I, con la disminución de los niveles del hsa-miR-145-5p.  

  

Tabla 5. Correlaciones entre niveles de hsa-miR-145-5p, activación de la vía de IFNs I y parámetros clínicos 

       

Parámetro  R p 

Ro - hsa-miR-145  -0.819 <0.001 

Ro - mRNA IFI44  0.850 <0.001 

Ro - mRNA IFI44L  0.850 <0.001 

Ro - mRNA MX1  0.850 <0.001 

Ro - mRNA IFIT1  0.724 0.002 

Ro - Puntaje IFN tipo I  0.850 <0.001 

La - hsa-miR-145  -0.589 0.021 

La - mRNA IFI44  0.655 0.008 

La - mRNA IFI44L  0.589 0.021 

La - mRNA IFIT1  0.556 0.031 

La - Puntaje IFNs I  0.589 0.021 

Score de foco - hsa-miR-145  -0.807 <0.001 

Score de foco - mRNA IFI44  0.849 <0.001 

Score de foco- mRNA IFI44L  0.737 0.002 

Score de foco - mRNA MX1  0.642 0.010 

Score de foco- mRNA IFIT1  0.724 0.002 

Score de foco - Puntaje de IFNs I  0.752 0.001 

 

 Para determinar si la disminución del hsa-miR-145-5p encontrada en GSL de pacientes con SS se debe 

al efecto específico de la sobreactivación de la vía IFNs I, se estimularon células HSG con 1 o 10 ng/mL de IFN-α 

o IFN-β por 24 h. En primer lugar, se evaluó la activación de la vía de IFNs I en células HSG estimuladas con IFN-

α e IFN-β, para lo cual se midieron a través de RT-qPCR los niveles de transcrito de los 5 ISGs que se 

encontraron sobrexpresados en GSL de pacientes con SS (Figura 11A). Como se observa en la Figura 12A-E, la 

estimulación con IFN-α aumentó significativamente los niveles de transcrito de MX1 (p=<0,0001), IFIT1 

(p=<0,0001), IFITM1 (p=<0,0001), IFI44 (p=<0,0001) e IFI44L (p=<0,0001). De manera similar, la estimulación 

con IFN-β aumentó los niveles de transcrito de MX1 (p=<0,0001), IFIT1(p=<0,0001), IFITM1 (p=<0,0001), IFI44 

(p=<0,0001) e IFI44L (p=<0,0001) (Figura 12A-E). Estos resultados demuestran que la sobreactivación de la vía 

de IFNs I observada en GSL de pacientes con SS se puede replicar en nuestro modelo in vitro. 
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Figura 12. Niveles de transcrito de ISGs en células HSG estimuladas con IFN-α o IFN-β. Niveles relativos de transcrito de Mx1 (A), IFIT1 
(B), IFITM1 (C), IFI44(D) e IFI44L(E), en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Datos representativos de 3 
mediciones independientes de 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo 

 Una vez confirmada la activación de la vía de IFNs I en células HSG estimuladas con IFN-α e IFN-β, se 

determinaron los niveles de hsa-miR-145-5p a través de ensayo Taqman™. De manera similar a lo encontrado 

en GSL de pacientes con SS, se encontró una disminución significativa de los niveles de hsa-miR-145-5p en 

células estimuladas con IFN-α (p<0,0001) e IFN-β (p<0,0001) (Figura 13A), lo que sugiere un rol específico de 

los IFNs I en la disminución del hsa-miR-145-5p.  

Para determinar si la disminución del hsa-miR-145-5p observada en células HSG estimuladas con IFN-α 

e IFN-β tiene un efecto en sus blancos, se midieron los niveles de transcrito y de proteína de MUC1 y TLR4, a 

través de RT-qPCR y Western Blot, respectivamente. En concordancia con lo observado en GSL de pacientes 

con SS, se observó un aumento significativo de los niveles de transcrito de MUC1 al estimular con IFN-α 

(p=<0,0001) e IFN-β (p=<0,0001) (Figura 13B). De manera similar, se observó un aumento significativo de los 

niveles de transcrito de TLR4 al estimular con IFN-α (p=0,005) e IFN-β (p<0,0001) (Figura 13C).  

Control IFN- IFN-
0

50

100

150

200

250

*

*

N
iv

e
le

s 
d

e
 e

xp
re

si
ó

n
 r

e
la

ti
va

tr
a

n
sc

ri
to

 IF
I4

4
/h

1
8

S

Control IFN- IFN-
0

2000

4000

6000

8000

*

*

N
iv

e
le

s 
d

e
 e

xp
re

si
ó

n
 r

e
la

ti
va

tr
a

n
sc

ri
to

 IF
I4

4
L/

h
1

8
S

MX1
A

IFIT1 IFITM1

IFI44 IFI44L

B C

D E

Control IFN- IFN-
0

2

4

6

8

10

*

*

N
iv

e
le

s 
d

e
 e

xp
re

si
ó

n
 r

e
la

ti
va

tr
a

n
sc

ri
to

 M
X

1
/h

1
8

S

Control IFN- IFN-
0

50

100

150

*

*

N
iv

e
le

s 
d

e
 e

xp
re

si
ó

n
 r

e
la

ti
va

tr
a

n
sc

ri
to

 IF
IT

1
/h

1
8

S

Control IFN- IFN-
0

20

40

60

80

100

*
*

N
iv

e
le

s 
d

e
 e

xp
re

si
ó

n
 r

e
la

ti
va

tr
a

n
sc

ri
to

 IF
IT

M
1

/h
1

8
S



47 

 

 

Figura 13. Niveles de hsa-miR-145-5p y niveles de transcrito de MUC1 y TLR4 en células HSG estimuladas con IFN-α o IFN-β. (A) 
Niveles relativos de hsa-miR-145-5p en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Niveles relativos de transcrito 
de MUC1 (B), y TLR4 (C), en células estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Datos representativos de 3 mediciones 
independientes de 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo 
 

En el caso de los niveles proteicos, se observó un aumento significativo en los niveles de proteína de 

MUC1 en células HSG estimuladas con IFN-α (p=0,0093), e IFN-β (p=0,0034) (Figura 14A-B). De igual manera se 

observó un aumento en los niveles proteicos de TLR4 al estimular con IFN-α (p=0,0040) e IFN-β (p=0,0040) 

(Figura 14C-D). Estos resultados sugieren que IFNs I inducen un aumento de los niveles de transcrito y proteína 

de MUC1 y TLR4, y esto podría estar asociado a la disminución del hsa-miR-145-p dependiente de IFNs I. 

 

Figura 14. Niveles de proteína de MUC1 y TLR4 en células HSG estimuladas con IFN-α o IFN-β. Imágenes representativas de Western 
Blots de MUC1 (A) y TLR4 (C) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Cuantificación de los niveles proteicos 
de MUC1 (incluyendo todas las bandas sobre 95 kDa) (B) y TLR4 (D) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. 
Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente 
significativo 
 

A continuación, se exploraron los posibles mecanismos a través de los cuales los IFNs I podrían inducir 

la disminución del hsa-miR-145-5p. Previamente se ha descrito que la sobreactivación de la vía de IFNs I es 

capaz de disminuir el procesamiento de diversos pri-miRNAs debido a una menor interacción de este precursor 

con el complejo microprocesador [58]. Esto genera una acumulación del pri-miRNA y la consecuente 

disminución del miRNA maduro [58]. Considerando que en GSL de pacientes con SS se observó tanto la 

sobreactivación de la vía de IFNs I como la disminución del hsa-miR-145-5p (miRNA maduro), se midieron los 

niveles del pri-miR-145 a través de un ensayo Taqman™ en GSL de 8 pacientes con SS y 6 individuos controles. 
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Esto ya que la detección del pri-miRNA en conjunto con el miRNA maduro permiten discernir si las alteraciones 

observadas en los niveles de miRNA maduro se asocian a alteraciones transcripcionales o de su procesamiento. 

Este ensayo detecta de manera específica el pri-miRNA y no del miRNA maduro mediante el uso de partidores 

de amplificación y sondas de detección que sean complementarias a alguna secuencia dentro de los 500 

nucleótidos que flanquean el stem-loop que contiene al pre-miRNA y al miRNA maduro. Las GSL de pacientes 

SS presentaron niveles significativamente elevados de pri-miR-145 con respecto a los controles (p=0,0406) 

(Figura 15A) lo que sugiere una posible acumulación de este precursor. Además, se encontró una relación 

directa y significativa con los niveles de transcrito de IFN-β (R=0,7846; p=0,0004) (Figura 15B) y con los niveles 

de activación de la vía de IFNs I, dada por los puntajes de IFNs I (R=0,5692; p=0,0168) (Figura 15C). Estas 

asociaciones sugieren una posible relación entre la activación de esta vía y los niveles elevados del pri-miR-145. 

 

Figura 15. Niveles de pri-miR-145 en GS de pacientes con SS e individuos controles. (A) Niveles relativos de pri-miR-145 en GSL de 
pacientes con SS e individuos controles. Análisis de correlación de Spearman entre los niveles de pri-miR-145 y los niveles de transcrito 
de IFN-β (B) y puntaje de IFNs I (C) respectivamente. Datos representativos de 3 mediciones independientes. (*) p<0.05 fue considerado 
estadísticamente significativo 
 

 Con el propósito de establecer si los niveles aumentados del pri-miR-145 observados en GSL de 

pacientes con SS están asociados específicamente a la sobreactivación de la vía de IFNs I, se determinaron sus 

niveles en células HSG estimuladas con IFN-α e IFN-β. Sin embargo, no se lograron establecer los niveles de pri-

miR-145 en este modelo debido a que se obtuvieron detecciones por sobre un umbral de ciclos (Ct) de 42. 

Debido a la variabilidad que genera la detección de transcritos a ciclos tardíos, no se pudo calcular la expresión 

relativa del pri-miR en este modelo in vitro. 

En conjunto, los resultados obtenidos tanto en GSL de pacientes con SS como en células HSG 

estimuladas con IFN-α e IFN-β sugieren un rol específico de estas citoquinas y la activación de su vía en la 

disminución del hsa-miR-145-5p, así como una asociación entre la disminución, dependiente de IFNs I, de 

este miRNA con la sobrexpresión de MUC1 y TLR4. Además, los resultados obtenidos en GSL de pacientes 

con SS sugieren una asociación entre la activación de la vía de IFNs I y la acumulación del pri-miR-145. Parte 

de estos resultados fueron publicados en Jara y colaboradores, Frontiers in Immunology 12:685837 [81].  

Controles Pacientes
0

1

2

3

4

*

N
iv

e
le

s 
d

e
 e

xp
re

si
ó

n
 r

e
la

ti
va

p
ri

-m
iR

-1
4

5
/h

1
8

S

0 1 2 3 4
0

1

2

3

R= 0,7846
p= 0,0004*

Niveles de expresión relativa pri-miR-145/h18S

N
iv

e
le

s 
d

e
 e

xp
re

si
ó

n
 r

e
la

ti
va

 t
ra

n
sc

ri
to

 IF
N

-
/h

1
8

S

1 2 3 4
-20

0

20

40

60

80

100

R= 0,5692
p= 0,0168*

Niveles de expresión relativa pri-miR-145/h18S

P
u

n
ta

je
 d

e
 IF

N
s 

I

B CA
Pri-miR-145



49 

 

Objetivo específico 3: Evaluar el rol de la maquinaria enzimática de m6A y ediciones de adenosinas en los 

niveles del hsa-miR-145-5p y su asociación a IFNs I en GS de pacientes con SS y células HSG. 

A pesar de la imposibilidad de detectar el pri-miR-145 en nuestro modelo in vitro, y considerando los 

hallazgos realizados en GSL de pacientes con SS, los cuales sugieren una acumulación de este precursor 

asociada a la sobreactivación de la vía de IFNs I, se continuó con la exploración de los mecanismos a través de 

los cuales estas citoquinas podrían estar alterando el procesamiento del pri-miR-145 y generando la 

disminución del hsa-miR-145-5p. Considerando que la interacción entre pri-miRNAs y el complejo 

microprocesador puede ser alterada por metilaciones de la adenosina en la posición N6 (m6A) [59], se recurrió 

a la herramienta bioinformática SRAMP (del inglés sequence-based RNA adenosine methylation site predictor) 

[82] para determinar si la secuencia del pri-miR-145 tiene sitios susceptibles a ser metilados por el complejo 

METTL3/METTL14. Esta herramienta utiliza la información obtenida a través de técnicas de alto rendimiento 

que mapean con resolución de un nucleótido sitios metilados del transcriptoma para extraer e integrar las 

características de secuencia adicionales al sitio de consenso DRACH (D=A, G o U; H=A, C o U), así como de 

estructura del RNA para predecir sitios m6A. Si bien los pri-miRNAs no han sido mapeados completamente, se 

utilizó para este análisis la secuencia comprendida entre el último sitio de inicio de transcripción reportado 

para el hsa-miR-145-5p en la base de datos miRT [83] y el último nucleótido del stem-loop que contiene el 

miRNA maduro. Se encontraron 2 sitios metilables de muy alta confiabilidad y 17 sitios metilables de alta 

confiabilidad (Figura 16A), lo que sugiere que el pri-miR-145 podría ser susceptible a la modificación m6A y ver 

regulado su procesamiento a través de este mecanismo.  

 

Figura 16. Distribución de los sitios metilables predichos en la secuencia del pri-miR-145 y su puntaje de confiabilidad. (A) Gráfico 
generado por la herramienta SRAMP que ilustra la distribución de los sitios metilables predichos por la en la secuencia del pri-miR-145 

reportada en la base de datos miRT y sus puntajes de confiabilidad (baja, moderada, alta y muy alta). La flecha roja señala la ubicación 

del stem-loop correspondiente al pre-miR-145.  
 

Considerando estos antecedentes, se caracterizó la expresión de la maquinaria enzimática encargada de la 

metilación (METTL3 y METTL14) y desmetilación (FTO y ALKBH5) del RNA, de la modificación m6A, para evaluar 

posibles alteraciones que conduzcan a cambios en la metilación del RNA. El análisis de las GSL de 8 pacientes 

A
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con SS y 6 individuos controles a través de RT-qPCR reveló niveles significativamente aumentados de transcrito 

de METTL3 (p=0,0022) (Figura 17A) en GSL de pacientes con SS, sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas para los niveles de transcrito de METTL14 entre ambos grupos (p=0,0864) (Figura 17A). Al medir 

los niveles de proteína a través de Western Blot en GSL de 7 pacientes con SS y 5 individuos controles se 

observaron niveles significativamente disminuidos de METTL3 (p=0,0265) (Figura 17B-C) en GSL de pacientes 

con SS, sin observarse cambios significativos en los niveles de METTL14 (p=0,1000) (Figura 17B-C). 

Interesantemente, se encontró una correlación inversa y significativa entre los niveles de transcrito de METTL3 

y los niveles del miRNA maduro del hsa-miR-145-5p (R=-0,5648; p=0.0177) (Figura 17D), así como una 

correlación directa y significativa entre el puntaje de IFNs I y los niveles de transcrito de METTL3 (R=0,7626; 

p=0,0008) (Figura 17E) y una relación inversa con los niveles de proteína de METTL3 (R=-0,6014; p=0,0193) 

(Figura 17F). No se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de transcrito o proteína de 

METTL14 con los niveles de hsa-miR-145-5p o puntaje de IFNs I (resultados no mostrados). Estos resultados 

sugieren una posible asociación entre la activación de la vía de IFNs I, la disminución del hsa-miR-145-5p y los 

niveles de transcrito de METTL3. 

 

Figura 17. Niveles de transcrito y proteína de las metiltransferasas METTL3 y METTL4 en GSL de pacientes con SS e individuos 
controles. (A) Niveles relativos de transcrito de METTL3 y METTL14 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (B) Imágenes 
representativas de Western Blots de METTL3 y METTL14 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (C) Cuantificación de los 
niveles proteicos de METTL3 y METTL14 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (D) Análisis de correlación de Spearman 
entre los niveles de hsa-miR-145-5p y los niveles de transcrito de METTL3. Análisis de correlación de Spearman entre el puntaje de IFNs I 
y los niveles de transcrito (E) y proteína (F) de METTL3. Datos representativos de 4 mediciones independientes. (*) p<0.05 fue 
considerado estadísticamente significativo.  
 

A continuación, se detectó la localización de estas enzimas mediante inmunofluorescencia, en dónde se 

observó que tanto METTL3 como METTL14 se expresan en las células acinares y ductales de GSL de pacientes 

con SS e individuos controles, así como en las células inflamatorias de pacientes con SS (Figura 18A-H) (Tabla 
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6). Ambas enzimas presentan una localización principalmente nuclear, observándose un patrón heterogéneo 

granular más pronunciado en pacientes, en conjunto a una tinción citoplasmática principalmente basal de 

menor intensidad (Figura 18A’-H’) (Tabla 6). 

 

Figura 18. Localización de las metiltransferasas METTL3 y METTL14 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imágenes 
representativas de la detección por inmunofluorescencia de METTL3 (A-D) y METTL14 (E-H) en GSL de pacientes con SS e individuos 
controles. A’-H’ imágenes de aumento mayor de los acinos delimitados en un cuadrado de líneas entrecortadas en A-H. Los límites 
acinares se encuentran delimitados con líneas entrecortadas en A´-H’. a: acino, CI: células inflamatorias, n: núcleo 
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Tabla 6. Resumen de la localización de la maquinaria enzimática de m6A y A->I en GSL de pacientes con SS e 
individuos controles. 

 

Con respecto a las desmetilasas que remueven la marca m6A del RNA, el estudio de GSL de 8 pacientes 

con SS y 6 individuos controles a través de RT-qPCR evidenció niveles significativamente aumentados de 

transcrito de ALKBH5 en GSL de pacientes con SS (p= 0,0296) (Figura 19A) sin cambios significativos en los 

niveles de transcrito de FTO (p= 0,0998) (Figura 19A). Por otra parte, no se encontraron cambios significativos 

en los niveles proteicos de ALKBH5 (p= 0,1405) (Figura 19B-C) pero si se encontró una disminución significativa 

en los niveles de FTO (p= 0,0364) (Figura 19B-C) en GSL de pacientes con SS. Sin bien no se encontró una 

correlación significativa entre los niveles de hsa-miR-145-5p y los niveles de ALKBH5 (R=-0,3495; p=0,1103) 

(Figura 19D), sí se encontró un correlación directa y significativa entre el puntaje de IFNs I y los niveles de 

transcrito de ALKBH5 (R=0,5121; p=0,0306) (Figura 19E), así como una correlación inversa con los niveles 

proteicos de ALKBH5 (R=-0,5435; p=0,0476) (Figura 19F). No se encontraron correlaciones significativas entre 

los niveles de transcrito o proteína de FTO con los niveles de hsa-miR-145-5p o puntaje de IFNs I (resultados no 

mostrados). Estos resultados sugieren una posible asociación entre la activación de la vía de IFNs I y los niveles 

de ALKBH5.  

 

Controles

Proteina Células acinares Células acinares Células inflamatorias

METTL3
Principalmente nuclear y ctioplasmática  

(basal) 

Principalmente nuclear  (patrón hetegéneo 

granular) y ctioplasmática más débil  

Nuclear (patrón heterogéno granular), y 

citoplasmática 

METTL14

Principalmente nuclear (patrón 

heterogéno granular leve) y 

ctioplasmática más débil 

Principalmente nuclear  (patrón hetegéneo 

granular ) y ctioplasmática más débil  

Principalmente nuclear (patrón 

heterogéno granular), y citoplasmática 

más débil

FTO Principalmente nuclear y citoplasmática
Principalmente nuclear (patrón heterogéno 

granular leve) y ctioplasmática débil 

Principalmente nuclear (patrón 

heterogéno granular leve), y 

citoplasmática más débil

ALKBH5

Principalmente nuclear (patrón 

heterogéno granular leve) y 

ctioplasmática más débil 

Principalmente nuclear (patrón heterogéno 

granular leve) y ctioplasmática más débil 

Principalmente nuclear (patrón 

heterogéno granular) y ctioplasmática 

más débil 

A->I Desaminasa ADAR1
Principalmente nuclear y citoplasmática 

más débil

Principalmente nuclear y citoplasmática más 

débil

Principalmente nuclear (patrón 

heterogéno granular) y ctioplasmática 

más débil 

m6A

Metilasas

Desmetilasas

Pacientes
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Figura 19. Niveles de transcrito y proteína de las desmetilasas ALKBH5 y FTO en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (A) 
Niveles relativos de transcrito de ALKBH5 y FTO en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (B) Imágenes representativas de 
Western Blots de ALKBH5 y FTO en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (C) Cuantificación de los niveles proteicos de ALKBH5 
y FTO en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (D) Análisis de correlación de Spearman entre los niveles de hsa-miR-145-5p y 
los niveles de transcrito de ALKBH5. Análisis de correlación de Spearman entre el puntaje de IFNs I y los niveles de transcrito (E) y 
proteína (F) de ALKBH5. Datos representativos de 4 mediciones independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente 
significativo.  
 

Posteriormente se determinó la localización glandular y distribución celular de ALKBH5 y FTO a través 

de inmunofluorescencia, la cual evidenció una expresión similar a la de las metiltransferasas, encontrándose 

señal inmunofluorescente tanto en las células acinares y ductales de GSL de pacientes con SS e individuos 

controles, así como en las células inflamatorias de pacientes con SS (Figura 20A-H) (Tabla 6). Se encontró 

además una distribución principalmente nuclear con un patrón granular heterogéneo más pronunciado en 

células acinares tanto en GSL de pacientes con SS, en conjunto a una tinción citoplasmática de carácter basal 

de menor intensidad (Figura 20A’-H’) (Tabla 6).  
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Figura 20. Localización de las desmetilasas ALKBH5 y FTO en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imágenes representativas 
de la detección por inmunofluorescencia de ALKBH5 (A-D) y FTO (E-H) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. A’-H’ imágenes 
de aumento mayor de los acinos delimitados en un cuadrado de líneas entrecortadas en A-H. Los límites acinares se encuentran 
delimitados con líneas entrecortadas en A´-H’. a: acino, CI: células inflamatorias, n: núcleo. 

La interacción del complejo microprocesador con la marca m6A en los pri-miRNA para mediar su 

procesamiento ocurre a través de la proteína lectora hnRNPA2B1 [60], por lo que se midieron sus niveles 

proteicos a través de Western Blot en GSL de 7 pacientes con SS y 5 individuos controles. Como se puede 

observar en la Figura 21A-B, se encontraron niveles significativamente disminuidos (p=0,0232) de esta proteína 

en GSL de pacientes con SS, sin embargo, no se encontraron correlaciones significativas con los niveles del hsa-

miR-145-5p ni con los niveles de puntaje de IFNs I (resultados no mostrados). 
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Figura 21. Niveles de proteína de la lectora hnRNPA2B1 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imágenes representativas 
de Western Blots de hnRNPA2B1 (A) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Cuantificación de los niveles proteicos de 
hnRNPA2B1 (B) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Datos representativos de 4 mediciones independientes. (*) p<0.05 

fue considerado estadísticamente significativo.  
  

Finalmente, al evaluar posibles asociaciones con parámetros clínicos de la enfermedad a través de un 

análisis de correlación de Spearman, se observó una correlación positiva y significativa entre el score de foco y 

los niveles de transcrito de METTL3 (R=0,745, p=<0,001) y ALKBH5 (R=0,546, p=0,013) y la presencia del 

autoanticuerpo anti-Ro/SSA y los niveles de transcrito de METTL3 (R=0,690, p=<0,001) y ALKBH5 (R=0,566, 

p=0,0009), así como entre la presencia del autoanticuerpo anti-La/SSB y los niveles de transcrito de METTL3 

(R=0,643, p=0,002) (Tabla 7). También se encontró una correlación inversa y significativa entre la presencia del 

autoanticuerpo anti-Ro/SSA y los niveles de proteína de METTL3 (R=-0588, p=0,021), FTO (R=-0557, p=0,031) y 

hnRNPA2B1 (R=-0505, p=0,039) (Tabla 7).  

Tabla 7. Correlaciones entre los niveles de enzima metiltransferasas y desmetilasas con parámetros clínicos 
      

Parámetro R p 

Ro - mRNA METTL3 0.690 <0.001 

Ro - mRNA ALKBH5 0.566 0.009 

Ro - Proteína METTL3 -0.588 0.021 

Ro - Proteína FTO -0.557 0.031 

Ro - Proteína hnRNPA2B1 -0.505 0.039 

La - mRNA METTL3 0.643 0.002 

Score de foco - mRNA METTL3 0.745 <0.001 

Score de foco - mRNA ALKBH5 0.546 0.013 
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En conjunto estos resultados sugieren alteraciones en los niveles de transcrito y/o proteína de la 

maquinaria enzimática asociada a la incorporación y remoción de la marca m6A en pri-miRNAs, así como de la 

lectora de m6A en pri-miRNA hnRNPA2B1 en las GSL de pacientes con SS. Estos cambios además evidenciaron 

posibles asociaciones con parámetros clínicos indicativos de inflamación y autoinmunidad, así como con la 

activación de la vía de IFNs I y en particular de los niveles de transcrito de METTL3 con la disminución del hsa-

miR-145-5p. 

Por otra parte, la interacción entre pri-miRNAs y el complejo microprocesador también puede ser 

alterada por ediciones de adenosina por inosina en este precursor [67], reacción que es catalizada por la 

familia de enzimas ADAR que editan RNAs de doble hebra [69]. Si bien no existe un motivo de consenso 

definido en el RNA que permita predecir sitios editables como en el caso de m6A, ADAR1, miembro de la 

familia de enzimas ADAR posee una isoforma que es inducible por IFNs I, citoquinas cuya vía esta sobreactivada 

en GSL de pacientes con SS (Figura 11). Considerando estos antecedentes, se determinaron a través de RT-

qPCR y Western Blot, los niveles de transcrito y proteína de la isoforma que se expresa de manera constitutiva 

(ADAR1p110) como de la isoforma inducible por IFNs I (ADAR1p150). Para medir los niveles de transcrito de 

ambas isoformas de manera separada se utilizaron dos sets de partidores distintos dirigidos contra (i) el exón 

1A que está presente en la isoforma ADAR1p150 o (ii) contra el exón 1B que caracteriza a la isoforma 

ADAR1p110 [84] (Tabla 3, Figura 2A). No se encontraron cambios significativos en los niveles de transcrito de la 

isoforma que se expresa de manera constitutiva en GSL de 8 pacientes con SS en relación con los 6 individuos 

controles (p=0,3365) (Figura 22A), pero si se observó un aumento significativo de los niveles de transcrito de la 

informa inducible por IFNs I (p=0,0008) (Figura 22A).  

Para determinar los niveles proteicos de ADAR1p110 y ADAR1p150 se utilizó un único anticuerpo que 

detecta la región comprendida entre los aminoácidos 440-826, compartidos por ambas isoformas (Tabla 4). La 

diferencia en la migración de ambas isoformas en el gel de electroforesis debido a la diferencia en 269 

aminoácidos extra en el N-terminal que posee la isoforma ADAR1p150 [84] (Figura 2B) permite detectarlas y 

cuantificarlas de manera separada. De forma similar a lo observado con los niveles de transcrito de ambas 

enzimas, no se observó cambios significativos en los niveles proteicos de la isoforma ADAR1p110 (p=0,1297) 

(Figura 22B-C), pero si se una tendencia al aumento de la isoforma ADAR1p150 (p=0,1043) (Figura 22B-C) en 

GSL de 7 pacientes con SS en relación con 5 individuos controles. Interesantemente, se encontró una 

correlación inversa y significativa entre los niveles de hsa-miR-145-5p y los niveles de transcrito de ADAR1p150 

(R=-0,6308; p=0,0078) (Figura 22D), así como una asociación directa y significativa entre los niveles de 

transcrito de ADAR1p150 y el puntaje de IFNs I (R=0,7670; p=0,0007) (Figura 22E). Si bien no se encontraron 

correlaciones significativas entre los niveles de proteína de ADAR1p150 y el puntaje de IFNS I (R=0,3636; 
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p=0,1358) (Figura 22F), estos resultados sugieren una posible asociación entre la activación de la vía de IFNs I, 

los niveles aumentados de transcrito de ADAR1p150 y la disminución del hsa-miR-145-5p. 

 

Figura 22. Niveles de transcrito y proteína de las isoformas de ADAR1 ADAR1p110 y ADAR1p150 en GSL de pacientes con SS e 
individuos controles. Niveles relativos de transcrito de ADAR1p110 y ADAR1p150 (A) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. 
Imágenes representativas de Western Blots de ADAR1p110 y ADAR1p150 (B) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. 
Cuantificación de los niveles proteicos de ADAR1p110 y ADAR1p150 (C) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Análisis de 
correlación de Spearman entre los niveles de hsa-miR-145-5p y los niveles de transcrito de ADAR1p150 (D). Análisis de correlación de 
Spearman entre el puntaje de IFNs I y los niveles de transcrito (E) y proteína (F) de ALKBh5. Datos representativos de 4 mediciones 
independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo.  
 

Posteriormente se estudió por inmunofluorescencia la localización ADAR1 en las GSL de pacientes con 

SS e individuos controles. Como se muestra en la Figura 23A-D, ADAR1 se expresó tanto en las células acinares 

y ductales de GSL de pacientes con SS e individuos controles, así como en las células inflamatorias de pacientes 

con SS (Figura 23A-D) (Tabla 6). Además, se encontró que la señal inmunofluorescente se distribuye tanto en el 

núcleo como en el citoplasma de las células acinares, presentando en el núcleo un patrón heterogéneo 

granular leve como el observado para la maquinaria enzimática de m6A. (Figura 23A-D) (Tabla 6). Sin embargo, 

es importante destacar que, debido a la inexistencia de anticuerpos comerciales dirigidos contra cada isoforma, 

a través de esta técnica, solo podemos detectar la localización de ADAR1 total sin distinguir entre ADAR1p110 y 

ADAR1p150.   
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Figura 23. Localización de la desaminasa ADAR1 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imágenes representativas de la 
detección por inmunofluorescencia de ADAR1 (A-D) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. A’-D’ imágenes de aumento 
mayor de los acinos delimitados en un cuadrado de líneas entrecortadas en A-H. Los límites acinares se encuentran delimitados con 
líneas entrecortadas en A´-D’. a: acino, CI: células inflamatorias, n: núcleo. 

Finalmente, se realizó un análisis de correlación de Spearman para evaluar posibles asociaciones entre 

los niveles de ADAR1 y parámetros clínicos de la enfermedad. Como se observa en la Tabla 8, se encontró una 

correlación positiva y significativa entre los niveles de transcrito de ADAR1p150 y la presencia de 

autoanticuerpo anti-Ro/SSA (R=0,761; p=<0,001) y el score de foco (R=0,634; p=0,003). Estos hallazgos en 

conjunto sugieren un aumento en los niveles de transcrito y proteína de la isoforma ADAR1p150 en las GSL de 

pacientes con SS y una posible asociación con parámetros clínicos indicativos de inflamación y autoinmunidad, 

así como de la activación de la vía de IFNs I y niveles disminuidos del hsa-miR-145-p. 

Tabla 8. Correlaciones entre los niveles de enzima ADAR1p150 con parámetros clínicos 

      

Parámetro R p 

Ro - mRNA ADAR1p150 0.761 <0.001 

Score de foco - mRNA ADAR1p150 0.634 0.003 
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La disminución del hsa-miR-145-5p dependiente de IFNs I descrita en este trabajo, así como la 

asociación entre los niveles aumentados del pri-miR-145 y esta citoquina en GSL de pacientes con SS sugieren 

un rol relevante para los IFNs I en la regulación de los niveles del hsa-miR-145-5p. Sin embargo, las alteraciones 

en los niveles de transcrito y/o proteína de las enzimas metilantes, desmetilantes y lectora de m6A, así como 

de la desaminasa ADAR1 podría deberse a múltiples factores incluido las diferentes citoquinas sobre-

expresadas en las GSL de pacientes con SS [8]. Para evaluar si estos cambios están o no asociados al efecto 

directo de los niveles aumentados de IFNs I, se estimularon células HSG con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h 

y se determinaron los niveles de transcrito y proteína a través de RT-qPCR y Western Blot de estas moléculas. 

Para el caso de las metiltransferasas, no se encontraron cambios significativos a nivel de transcrito de METTL3 

(p= 0,0784; p= 0,2498) ni de METTL14 (p=0,1311; p=0,3936) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α 

o IFN-β (Figura 24A-B). Con respecto a los niveles de proteína, tampoco se observaron diferencias significativas 

en los niveles de METTL3 (p= 0,4429; p= 0,3429) ni METTL14 (p= 0,3429; p= 0,3429) en estas mismas 

condiciones (Figura 24C-E). 

Figura 24. Niveles de transcrito y proteína de las metiltransferasas METTL3 y METTL14 en células HSG estimuladas con IFN-α o IFN-β. 
Niveles relativos de transcrito de METTL3 (A) y METTL14 (B) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. 
Imágenes representativas de Western Blots de METTL3 y METTL14 (C) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 
h. Cuantificación de los niveles proteicos de METTL3 (D) y METTL14 (E) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 
24 h. Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado 
estadísticamente significativo 

De manera similar a lo observado para las metiltransferasas, no se observaron diferencias significativas 

al estimular células HSG con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β en los niveles de transcrito de las desmetilasas ALKBH5 

(p=0,4027; p=0,2241) y FTO (p=0,2181; p=0,0567) (Figura 25A-B). Al medir los niveles proteicos de estas 

enzimas en las mismas condiciones de estimulación tampoco se observaron diferencias significativas, tanto 

para ALKBH5 (p=0,2429; p=0,1714) como para FTO (p=0,5000; p=0,1000) (Figura 25C-E). 
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Figura 25. Niveles de transcrito y proteína de las metiltransferasas ALKBH5 y FTO en células HSG estimuladas con IFN-α o IFN-β. 
Niveles relativos de transcrito de ALKBH5 (A) y FTO (B) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Imágenes 
representativas de Western Blots de ALKBH5 y FTO (C) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. 
Cuantificación de los niveles proteicos de ALKBH5 (D) y FTO (E) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. 
Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente 
significativo 

Finalmente, en lo que respecta a la modificación m6A, no se observaron cambios significativos en los 

niveles de proteína de la lectora hnRNPA2B1, tanto en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α (p=0,5) 

como con 10 ng/mL de IFN-β (p=0,2429) (Figura 26A-B). Globalmente, los resultados obtenidos de estos 

experimentos in vitro sugieren que los IFNs I no afectarían los niveles de transcrito ni de proteína de las 

metiltransferasas de m6A METTL3 y METTL14, de las desmetilasas de m6A ALKBH5 y FTO, ni de la lectora 

hnRNPA2B1. 

 

Figura 26. Niveles de proteína de la lectora de m6A hnRNPA2B1 en células HSG estimuladas con IFN-α o IFN-β. Imagen representativa 
de Western Blot de hnRNPA2B1 (A) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Cuantificación de los niveles 
proteicos de hnRNPA2B1 (B) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Datos representativos de 3 
mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo. 

 

Por otra parte, al evaluar los niveles de la desaminasa ADAR1 en células HSG estimuladas con 10 ng/mL 

de IFN-α o IFN-β se encontró un aumento significativo de los niveles de transcrito ADAR1p110 (p= 0,0010, p= 

<0.0001) y de ADAR1p150 (p= <0.0001, p= <0.0001) (Figura 27A-B), de manera similar a lo observado en GSL de 

pacientes con SS. Al medir los niveles de proteína de ADAR1 no se observó aumento significativo en los niveles 

de proteína de ADAR1p110 (p= 0,1000) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α, pero si en células 

estimuladas con IFN-β (p= 0,0286) (Figura 27C-D). Con respecto a la isoforma ADAR1p150, se encontraron 
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niveles aumentados de proteína tanto en células estimuladas con IFN-α (p= 0,0143) como en células 

estimuladas con IFN-α (p= 0,0143) (Figura 27C y E). El conjunto de estos hallazgos in vitro sugiere que los IFNs I 

podrían tener un rol en la regulación de los niveles de transcrito y proteína de la isoforma ADAR1p150 de 

ADAR1. 

 

Figura 27. Niveles de transcrito y proteína de las isoformas de ADAR1 ADAR1p110 y ADAR1p150 en células HSG estimuladas con IFN-
α o IFN-β. Niveles relativos de transcrito de ADAR1p110 (A) y ADAR1p150 (B) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β 
por 24 h. Imágenes representativas de Western Blots de ADAR1p110 y ADAR1p150 (C) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-
α o IFN-β por 24 h. Cuantificación de los niveles proteicos de ADAR1p110 (D) y ADAR1p150 (E) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL 
de IFN-α o IFN-β por 24 h. Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue 
considerado estadísticamente significativo. 
 

Hasta el momento, en este trabajo se encontraron en GSL de pacientes con SS niveles aumentados de 

transcrito de ADAR1p150 y una tendencia al aumento de sus niveles proteicos, así como una asociación con la 

disminución del hsa-miR-145-5p y la sobreactivación de la vía de IFNs I. En células HSG estimuladas con IFN-α e 

IFN-β se observó un aumento de los niveles de transcrito y proteína de ADAR1p150 y una disminución de los 

niveles hsa-miR-145-5p. También se encontraron niveles aumentados de transcrito del pri-miR-145, que 

sugiere una acumulación de este precursor y que se asociaron de manera directa con la activación de la vía de 

IFNs I. Ante la imposibilidad de determinar los niveles de pri-miR-145 en nuestro modelo in vitro, a 

continuación, se realizó un silenciamiento a través de siRNA de la isoforma ADAR1p150 en células HSG 

estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β, con el propósito de observar el efecto del silenciamiento de esta 

desaminasa que se induce con IFNs I en los niveles de miRNA maduro, lo cual será un reflejo indirecto de 

posibles cambios en el procesamiento del pri-miR. 

Al medir los niveles de transcrito ADAR1p110 y ADAR1p150 a través de RT-qPCR en células HSG 

transfectadas con 10 nM de siRNA dirigido contra ADAR1p150 y luego estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o 

IFN-β, no se observaron cambios significativos en los niveles de la isoforma ADAR1p110 (p=0,0760; 0,2101) 

(Figura 28A). Por el contrario, al transfectar con el siRNA, se encontró una disminución significativa de los 

niveles de ADAR1p150 en relación con el aumento que habían experimentado al estimular con IFN-α 

(p=0,0038) o IFN-β (p=0,0043) (Figura 28B). Esta disminución fue de un 28,75% en el caso de células 
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estimuladas con IFN-α, y de un 37,1% en el caso de células estimuladas IFN-β. Estos resultados sugieren un 

silenciamiento parcial específico de la isoforma ADAR1p150. 

 

Figura 28. Niveles de transcrito de las isoformas de ADAR1 ADAR1p110 y ADAR1p150 en células HSG estimuladas con IFN-α o IFN-β y 
silenciadas con siRNA siADAR1p150. Niveles relativos de transcrito de ADAR1p110 (A) y ADAR1p150 (B) en células HSG silenciadas con 
10 nM de siADAR1p150 por 24 h y posteriormente estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Datos representativos de 3 
mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo 

 

El silenciamiento de ADAR1p150 se asoció a un aumento significativo de los niveles de hsa-miR-145-5p, 

en comparación a la disminución que había provocado la estimulación de células HSG con 10 ng/mL de IFN-α 

(p<0,0001) o IFN-β (p<0,0001) (Figura 29A). Este aumento fue de un 300% en el caso de células HSG 

estimuladas con IFN-α y de un 366% en el caso de células HSG estimuladas con IFN-β. En estas mismas células 

se observó que el silenciamiento de ADAR1p150 está asociado a una disminución significativa de los niveles de 

transcrito del blanco de hsa-miR-145-5p FSCN1 en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α (p=0,0333) o 

IFN-β (p=0,0143) (Figura 29B). Esta disminución fue de un 20% en el caso de células HSG estimuladas con IFN-α 

y de un 50% en el caso de células HSG estimuladas con IFN-β.  

De manera similar a lo observado para FSCN1, el silenciamiento de ADAR1p150 muestra una tendencia 

a la disminución de los niveles de transcrito de MUC1 que habían aumentado al estimular las células HSG con 

10 ng/mL de IFN-α (p=0,4429) o IFN-β (p=0,2429) (Figura 29C), sin embargo, estos cambios no fueron 

estadísticamente significativos. En el caso de TLR4 también se observó una tendencia a la disminución, aunque 

no significativa al silenciar ADAR1p150 en células HSG estimuladas con IFN-α (p=0,2429) (Figura 29D) y una 

disminución significativa en el caso del silenciamiento de ADAR1p150 en células estimuladas con IFN-β 

(p=0,0143) (Figura 27D). Estos resultados sugieren un posible rol de ADAR1p150 en la regulación de los niveles 

de hsa-miR-145-5p de manera dependiente de IFNs I, y en consecuencia en los niveles de sus blancos. 
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Figura 29. Niveles de hsa-miR-145-5p y niveles de transcrito de FSCN1, MUC1 y TLR4 en células HSG estimuladas con IFN-α o IFN-β y 
silenciadas con siRNA siADAR1p150. (A) Niveles relativos de hsa-miR-145-5p células HSG silenciadas con 10 nM de siADAR1p150 por 24 
h y posteriormente estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. Niveles relativos de transcrito de FSCN1 (B), MUC1 (C) y TLR4 
(D) células HSG silenciadas con 10 nM de siADAR1p150 por 24 h y posteriormente estimuladas con 10 ng/mL de IFN-α o IFN-β por 24 h. 
Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadísticamente 
significativo 

  
En conjunto, los resultados obtenidos tanto en GSL de pacientes con SS como en células HSG 

estimuladas con IFN-α e IFN-β sugieren un rol específico de estas citoquinas y la sobreactivación de su vía en 

la regulación de los niveles de ADAR1p150, pero no en la regulación de los niveles de METTL3, METTL4, FTO, 

ALKBH5 y hnRNPA2B1. Adicionalmente, el aumento de los niveles de hsa-miR-145-5p al silenciar ADAR1p150 

y el potencial efecto en sus blancos, sugiere un rol para esta enzima en la regulación de los niveles del hsa-

miR-145-5p. 
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DISCUSIÓN  

Las GS de los pacientes con SS se caracterizan por presentar disfunción secretora, lo cual afecta la 

cantidad y calidad de la saliva [2]. Además, debido a la naturaleza autoinmune e inflamatoria de esta 

enfermedad, los pacientes presentan autoanticuerpos circulantes, infiltración linfocítica en las GS y niveles 

elevados de citoquinas pro-inflamatorias tanto a nivel sistémico como glandular [9]. Entre estas citoquinas, hay 

una creciente evidencia que destaca el papel de los IFNs I en el inicio y progresión de esta patología [9]. La 

activación de la vía de IFNs I puede regular a nivel postranscripcional los niveles de diversos miRNAs [58], RNAs 

no codificantes que muestran expresión diferencial en GS de pacientes con SS [30]. Uno de estos miRNAs 

destacados es el hsa-miR-145-5p, el cual se cree que podría regular postranscripcionalmente los niveles de dos 

moléculas sobreexpresadas en las GS de estos individuos: MUC1 y TLR4. En nuestro laboratorio, hemos 

encontrado evidencia que sugiere la participación de estas proteínas en el mantenimiento del estado 

inflamatorio y disfuncional de las GS de pacientes con SS [33-35]. Dada la relevancia de MUC1 y TLR4 en el SS, 

en esta tesis se propuso determinar el rol que tendría el hsa-miR-145-5p en la sobrexpresión de ambas 

moléculas, así como los mecanismos que regularían los niveles de este miRNA y si están asociados a una 

regulación postranscripcional mediada por IFNs I. 

Niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p fueron observados por Alevizos y colaboradores [30] en 

estudios usando microarreglos de RNA realizado de GSL de pacientes con SS, como también por secuenciación 

masiva de RNAs pequeños realizada en nuestro laboratorio [32]. Sin embargo, hasta ahora estos resultados no 

habían sido validados. En esta tesis, utilizando ensayos TaqMan se encontraron niveles disminuidos del hsa-

miR-145-5p en GSL de pacientes con SS, lo que valida experimentalmente por primera vez los hallazgos 

sugeridos por los screening masivos. Interesantemente, diversos estudios le atribuyen al hsa-miR-145-5p un rol 

anti-inflamatorio. Por ejemplo, este miRNA se ha reportado disminuido en contextos de inflamación crónica 

como en biopsias de pacientes con colitis ulcerosa [18] y nefritis lúpica [85]. Además, la sobreexpresión del hsa-

miR-145-5p en modelos celulares de enfermedad pulmonar obstructiva crónica, lesión miocárdica por 

isquemia-reperfusión, retinopatía diabética y glomerulonefritis crónica contribuye a la disminución de 

citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-1β, e IL-6 y quimioquinas como CXCL16 [19, 86-88]. Considerando 

la naturaleza inflamatoria del SS, el estudio del hsa-miR-145-5p y los blancos que regula, así como los procesos 

que llevan a su disminución adquiere relevancia para la comprensión de los mecanismos moleculares 

subyacentes a la enfermedad. 
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Análisis de predicción de interacciones miRNA-mRNA blanco in silico mediante  la plataforma mirDIP 

4.1 [79] sugieren que los transcritos de MUC1 y TLR4 son blancos  del hsa-miR-145-5p. Ambas moléculas se han 

encontrado sobreexpresadas en GSL de pacientes con SS en trabajos previos de nuestro grupo [33-35] y de 

otros laboratorios [89] y tienen un rol clave en la inflamación y disfunción glandular. En esta tesis se 

encontraron niveles aumentados de transcrito de MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes con SS, confirmando en 

esta cohorte en particular los hallazgos reportados previamente en la literatura en cohortes distintas. Además, 

la relación inversa encontrada entre los niveles de transcrito de MUC1 y TLR4 y los niveles del hsa-miR-145-

5p sugieren una posible asociación entre ambas moléculas.  

En la presente tesis, no se encontraron cambios estadísticamente significativos para los niveles de 

proteína de MUC1. En cohortes anteriores de pacientes si se encontraron niveles aumentados de la proteína de 

MUC1 a través de Western Blot e inmunohistoquímica [33, 35]. La discrepancia observada en comparación a 

los resultados obtenidos en esta tesis podría deberse a las diferencias individuales que presentan las glándulas 

de pacientes con SS. Entre ellas, cambios en la cantidad de parénquima, en el tipo y calidad de acinos, en la 

cantidad de infiltrado inflamatorio, fibrosis y adiposis. Los acinos serosos son los principales productores de 

MUC1, y en algunos pacientes disminuyen en número a medida que aumenta el daño glandular. Cualquiera de 

estos factores puede incidir en la cuantificación desde un extracto glandular total, sin embargo, este sesgo 

metodológico puede ser dilucidado por la detección inmunofluorescente de MUC1, ya que esta técnica 

muestra la histología en su integridad de cada paciente. Estudios preliminares en esta tesis, mostraron 

aumento en la intensidad de la señal inmunofluorescente para MUC1 en GSL de pacientes con SS (ver Figura 5) 

y además una distribución alterada en las células acinares. Estudios futuros de cuantificación de esta señal 

serán necesarios para dilucidar este problema y de la misma forma para los niveles proteicos de TLR4 (ver 

Figura 6).  

Si bien antecedentes experimentales en modelos celulares en dónde se han modificado los niveles del 

hsa-miR-145-5p sugieren una regulación por parte de este miRNA en los niveles de MUC1 [90] y TLR4 [88], 

también se ha descrito en la literatura que los efectos del hsa-miR-145-5p podrían ser dependientes del tipo 

celular. Por ejemplo, respecto a su rol como supresor tumoral, se ha visto que la sobreexpresión del hsa-miR-

145-5p puede inhibir el crecimiento de líneas celulares de cáncer de mama (MCF-7) y de cáncer de colon (HCT-

116), pero no tendría efecto en el crecimiento de otras líneas celulares de cáncer de mama como MDA-MB-231 

y LM2-4142 [90]. Debido a este antecedente se decidió demostrar el rol de este miRNA en la regulación de los 

niveles de MUC1 y TLR4 en nuestro modelo celular en particular a través de la transfección de células HSG con 

mimic o inhibitor de hsa-miR-145-5p. Los resultados revelaron que la modulación de los niveles del miRNA en 

células HSG impacta en los niveles de transcrito y proteína de MUC1 y TLR4. Estos resultados concuerdan con 
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lo observado en GSL de pacientes con SS y sustentan empíricamente el rol del hsa-miR-145-5p en la regulación 

de los niveles de MUC1 y TLR4. Estos hallazgos están en concordancia con lo reportado por Sachdeva y 

colaboradores, en donde la transfección de la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231 con un vector de 

expresión del hsa-miR-145 o con un anti-miR-145 sobreexpresa o disminuye los niveles proteicos de MUC1, 

respectivamente [90]. Efectos similares en los niveles de proteína de MUC1 fueron observados en las líneas 

celulares de cáncer de ovario SKOV3 y ES-2 M al sobreexpresar hsa-miR-145-5p con un vector de expresión o 

con mimic [91]. Los resultados de estos ensayos funcionales también concuerdan con lo reportado para TLR4 

en un modelo de retinopatía diabética, en dónde la sobreexpresión del hsa-miR-145-5p disminuye de manera 

significativa los niveles de transcrito y proteína de TLR4, y el efecto contrario produce la transfección de un 

inhibitor en células madre derivadas de tejido adiposo humano produjo el efecto contrario [88, 92]. 

Empleando la herramienta de predicción de sitios de interacción TargetSan [93] se encontró una 

posible interacción entre los nucleótidos 2-8 del hsa-miR-145-5p (secuencia semilla + posición 8) y los 

nucleótidos 451-457 del 3' UTR de MUC1 (interacción tipo 7mer-m8). Este sitio de interacción predicho fue 

demostrado experimentalmente en líneas celulares de cáncer de mama y ovario a través de ensayos con 

reporteros luciferasa donde se co-transfectan: (I) vectores reporteros que contienen una porción del 3’UTR de 

MUC1 que incluye los sitios predichos de interacción con el hsa-miR-145-5p wild type o mutados y el gen 

reportero de luciferasa (Firefly luciferase) y (II) mimic de hsa-miR-145-5 [90, 91, 94]. De manera similar, y 

utilizando la misma herramienta de predicción, se encontró una posible interacción entre los nucleótidos 2-8 

del hsa-miR145-5p (secuencia semilla + posición 8) seguida de una adenosina y los nucleótidos 2277-2284 del 

3' UTR de TLR4 (interacción tipo 8mer). Esta interacción predicha también fue comprobada de manera 

experimental a través de ensayos de reportero luciferasa, en particular en modelos celulares de retinopatía 

diabética, diferenciación osteogénica y melanoma [88, 92, 95]. Considerando estos antecedentes, es altamente 

probable que en GSL de pacientes con SS así como en los ensayos funcionales con mimic e inhibitor, el hsa-miR-

145-5p interaccione directamente con el 3’ UTR de MUC1 y TLR4 a través los sitios predichos por TargetScan y 

que fueron demostrados experimentalmente en otros trabajos, contribuyendo de esta forma a regular los 

niveles de estas moléculas. Sin embargo, no se pueden descartar otras posibles interacciones entre sitios 

predichos por otras herramientas informáticas como miRanda [96], que predice otros 3 sitios adicionales de 

interacción entre MUC1 y hsa-miR-145-5p, o con sitios que no han sido predichos por herramientas 

bioinformáticas. 

La sobrexpresión de MUC1 y TLR4 puede contribuir a la inflamación y disfunción glandular a través de 

distintos mecanismos. Específicamente, MUC1 es capaz de inducir la producción de citoquinas pro-

inflamatorias a través de diversas vías. Por un lado, la isoforma secretada de MUC1, MUC1/SEC, posee una 
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secuencia de 11 aminoácidos en su extremo C-terminal denominada péptido inmuno-enhancer capaz de 

estimular la respuesta inmune a través de la sobreexpresión de STAT1 [36, 97]. Esta misma isoforma es capaz 

de interactuar con la isoforma de transmembrana MUC1/Y, formando un complejo que podría inducir la 

expresión de citoquinas pro-inflamatorias [36, 98]. También se ha reportado que la isoforma MUC1/Y puede 

inducir la expresión de citoquinas pro-inflamatorias a través de NF-B [99]. Finalmente, la subunidad C-

terminal (MUC1-C) del polipéptido que conforma MUC1 es capaz de desprenderse de la subunidad N-terminal 

ante condiciones de pérdida de homeostasis y translocar hacia el núcleo para inducir la expresión de citoquinas 

pro-inflamatorias como IL-2, IL-6, IFN-γ y TNF-α a través de su interacción con NF-B p65, IRF1 o STAT1[99]. 

Interesantemente, los niveles de transcrito de MUC1/SEC y MUC1/Y pueden ser inducidos por citoquinas pro-

inflamatorias como TNF-α e IFN-γ [33], hallazgos que sugieren un loop de señalización mucina-citoquina que 

autoperpetuaría las condiciones inflamatorias en las GS de pacientes con SS. Recientemente hemos descrito 

que MUC1 se acumula en el retículo endoplásmico, lo que impide su tráfico a la membrana plasmática apical, 

contribuyendo al estrés de este organelo [35]. Interesantemente, el estrés de retículo endoplásmico puede 

inducir inflamación a través de la activación del inflamosoma [100], entre otros mecanismos, contribuyendo a 

mantener un ciclo autoperpetuante de inflamación. 

Por otra parte, las células acinares de las GS de pacientes con SS experimentan una pérdida de la 

polaridad apico-basal que conlleva una redistribución de la maquinaria molecular de exocitosis y la 

consecuente exocitosis ectópica de mucinas como MUC5B y MUC7 hacia la matriz extracelular en lugar del 

lumen de los acinos [101]. Los receptores TLR4 localizados en la membrana plasmática basal de células acinares 

reconocen a MUC5B como patrones moleculares asociados al daño (DAMPs), activando vías de señalización 

pro-inflamatorias e induciendo la expresión de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α, IFN-α, IFN-β, IL-6 e IL-

1β [34]. Las citoquinas pro-inflamatorias secretadas por las células epiteliales de las GS podrían atraer células 

inflamatorias contribuyendo a la cronicidad de la inflamación en las GS de pacientes con SS. En este contexto, 

MUC1 y TLR4 tendrían un rol clave en la promoción de la inflamación, lo que resalta la relevancia de 

comprender los mecanismos que llevan a su sobreexpresión y con esto encontrar nuevos puntos de 

intervención terapéutica que permitan restaurar los niveles de estas proteínas y con ello disminuir la 

inflamación y disfunción glandular.  

Diversos mecanismos regulan los niveles de MUC1, tales como la unión a su promotor de factores de 

transcripción activados río debajo de citoquina pro-inflamatorias, como STATs y NF-κB [102, 103], así como 

factores epigenéticos entre los que se incluyen la hipometilación de islas CpG de su promotor y la modificación 

de histonas [104, 105]. De la misma forma también se han descrito diversos mecanismos que regulan la 

expresión de TLR4, como elementos de respuesta a los factores de transcripción IRF4 e IRF8 en su promotor, o 
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niveles aumentados de traducción debido a niveles aumentados de m6A en su RNA mensajero [106]. Sumado a 

estos antecedentes, los niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p encontrados en GSL de pacientes con SS y su 

asociación a los niveles aumentados de transcrito de MUC1 y TLR4 en los mismos individuos, en conjunto con 

los ensayos funcionales en células HSG en dónde la modulación de los niveles del hsa-miR-145-5p alteran los 

niveles de MUC1 y TLR4, permiten sugerir un rol del hsa-miR-145-5p en la regulación de MUC1 y TLR4 que 

podría estar contribuyendo, en conjunto con otros mecanismos descritos previamente, a su sobrexpresión 

en SS.   

En esta tesis, se evaluaron los posibles mecanismos que podrían llevar a una disminución del hsa-miR-

145-5p en GSL de pacientes con SS. Se ha reportado que la estimulación de macrófagos de ratón con LPS 

induciría la disminución del hsa-miR-145-5p de manera dependiente de IFNs I, ya que al utilizar macrófagos 

deficientes del receptor IFNAR o del factor de transcripción de IFNs I IRF3, se atenúa la disminución del miRNA 

[39]. Considerando la creciente evidencia que resalta el papel de los IFNs I en el inicio y progresión de esta 

patología [9], se procedió a evaluar un posible rol de esta citoquina en la regulación de los niveles de hsa-miR-

145-5p. La detección de los niveles proteicos de IFNs I en muestras biológicas presenta un desafío y por lo 

general se utilizan métodos indirectos para inferir la presencia de IFNs I a través de la detección de sus efectos 

[107]. En este contexto, el análisis transcripcional de ISGs es el método más utilizado para demostrar la 

sobreexpresión de IFNs I en pacientes con distintas enfermedades autoinmunes [9]. En esta tesis se 

encontraron niveles aumentados de transcrito de IFN-β y de los ISGs MX1, IFIT1, IFITM1, IFI44 e IFI44L en GSL 

de pacientes con SS. La suma de los niveles de expresión estandarizados de cada ISG entrega el puntaje de 

IFNs I de cada individuo, los cuales se encontraron aumentados en GSL de pacientes con SS. Estos resultados, 

sumados a los niveles elevados de pJAK1 encontrados previamente en nuestro laboratorio en esta misma 

cohorte de pacientes [108], sugieren una sobreactivación de la vía de IFNs I, confirmando en estos individuos 

esta característica que está presente en un 50% a un 80% de los pacientes con SS [109].  

Además, se encontró una relación inversa entre los niveles de hsa-miR-145-5p con: los niveles de 

transcrito de IFN-β, el puntaje de IFNs I, la serología positiva de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, anti-La/SSB y 

el score de foco. Esto sugiere una asociación entre los parámetros clínicos que reflejan autoinmunidad e 

inflamación, la activación de la vía de IFNs I y la disminución del hsa-miR-145-5p. Estos resultados están en 

concordancia con la disminución del hsa-miR-145-5p reportada en contextos inflamatorios y autoinmunes que 

además tienen sobreactivación de la vía de IFNs I [107, 110], como por ejemplo en células T de pacientes con 

LES [21], biopsias de piel y fibroblastos de pacientes con ES [22], tejido sinovial de pacientes con AR [111] y 

biopsias de piel y suero de pacientes con psoriasis [112, 113]. Interesantemente, pacientes con esclerosis 

múltiple presentan niveles aumentados del hsa-miR-145-5p en sangre completa, sin embargo, el tratamiento 
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con IFN-β permite disminuir los niveles del miRNA a niveles similares al de individuos sanos, lo que sustenta la 

asociación inversa encontrada entre la activación de la vía de IFNs I y la disminución del hsa-miR-145-5p [114]. 

Las GSL de pacientes con SS presentan niveles elevados de diversas citoquinas pro-inflamatorias, 

incluyendo IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-γ, IFN-α e IFN-β, las cuales son producidas tanto por las células pro-

inflamatorias que infiltran la glándula como por el componente epitelial que compone su parénquima [6, 48, 

115]. Para determinar si las asociaciones encontradas entre los niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p y la 

activación de la vía de IFNs I en GSL de pacientes con SS corresponden al efecto específico de esta citoquina, se 

estimularon células HSG con IFN-α e IFN-β. Se encontró que células HSG estimuladas con IFNS I sobreexpresan 

los mismos ISGs encontrados aumentados en las GSL de pacientes con SS, comprobándose la activación de 

esta vía en nuestro modelo in vitro de manera similar a lo observado en las GSL. Más importante aún, se 

encontró que las células HSG estimuladas con IFN-α e IFN-β presentan disminución de los niveles de hsa-miR-

145-5p y niveles aumentados de transcrito y proteína de MUC1 y TLR4, replicando los hallazgos observados 

en GSL de pacientes con SS y respaldando el rol específico de los IFNs I en la modulación de los niveles de hsa-

miR-145-5p, y en consecuencia de los niveles de sus blancos MUC1 y TLR4. Estos hallazgos están en 

concordancia con la disminución de este miRNA dependiente de IFNs I reportada previamente en macrófagos 

estimulados con LPS [39] 

Los miRNAs están sujetos a estrictos mecanismos de control en su expresión, desde su biogénesis hasta 

su procesamiento y función. En esta línea, tanto IFN-α como IFN-β pueden modular los niveles de distintos 

miRNAs a través de diversos mecanismos. Se ha descrito, por ejemplo, que la estimulación de diversas líneas 

celulares con IFN-α puede aumentar los niveles del miR-21 a través de la promoción de la unión de los factores 

de transcripción STAT3 y p65 NFB al promotor del miRNA [116]. Por otra parte, se ha reportado que los IFNs I 

podrían alterar el procesamiento de los miRNAs una vez que ya han sido transcritos desde el genoma. Por 

ejemplo, se ha descrito que la estimulación con IFN-α de 3 líneas celulares distintas induce la disminución de 

los niveles proteicos de Dicer, proteína que procesa el loop de la horquilla de los pre-miRNA en el citoplasma 

para generar un dúplex que contiene al miRNA maduro [57]. Si bien en ese trabajo en particular no se evaluó el 

efecto que tiene en los niveles de miRNA maduro la disminución de Dicer producto de la estimulación con IFN-

α, otros trabajos han evidenciado que mutaciones con pérdida de función de Dicer provocan la acumulación 

del pre-miRNA y la consecuente disminución de los niveles de miRNA maduro [117]. Más aún, también se ha 

reportado que la activación de la vía de IFNs I podría disminuir la interacción de diversos pri-miRNAs al 

complejo microprocesador[58]. Este complejo compuesto por las proteínas Drosha y DGCR8 procesa los 

extremos simple hebra de los pri-miRNA convirtiéndolos en pre-miRNA. Una disminución de la interacción 

entre el complejo microprocesador y el pri-miRNA genera una disminución de su procesamiento, provocando la 
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acumulación del pri-miRNA y una disminución de los niveles del miRNA maduro [58]. En esta tesis se 

encontraron niveles significativamente aumentados del pri-miR-145 en GSL de pacientes con SS, los cuales 

correlacionaron de manera positiva con los niveles de transcrito de IFN-β y el puntaje de IFNs I. Estos 

resultados sugieren una acumulación del pri-miRNA que podría tener su causa en una disminución de su 

procesamiento por activación de la vía de IFNs I.  

Esta es la primera vez que se detecta un pri-miRNA en el SS y en enfermedades autoinmunes. Esto es 

un hallazgo de gran relevancia pues contribuye a dilucidar los mecanismos subyacentes a la disminución del 

hsa-miR-145-5p en GSL de pacientes con SS, y su posible asociación a alteraciones en su procesamiento. 

Además, la detección de estos precursores podría tener utilidad clínica como biomarcador o blanco 

terapéutico. En carcinoma hepatocelular se reportaron 24 pri-miRNA cuya eficiencia de procesamiento difiere 

de las muestras de hígado normal y que permitirían diferenciar ambas condiciones [118]. Inclusive 

recientemente Ji y colaboradores, desarrollaron un algoritmo que permite la detección de pri-miRNAs 

diferencialmente expresados a nivel de secuenciación de célula única y que permitió la detección de pri-miRNA 

diferencialmente expresados en cardiomiocitos infectados con SARS-CoV2 [119]. En las últimas décadas se han 

desarrollado terapias dirigidas a modular los niveles de miRNA maduros alterando el procesamiento de sus 

precursores de manera tejido-específica, como es el caso del pri-miR-451 para el tratamiento de enfermedad 

de Huntington (fase II de estudio clínico)[120]. Estos avances, en conjunto a los hallazgos realizados para el pri-

miR-145 podría utilizarse a futuro con fines terapéuticos en el SS. 

Para evaluar si los niveles aumentados de pri-miR-145 encontrados en GSL de pacientes con SS están 

asociados directamente a IFNs I, se determinaron los niveles de pri-miR-145 en células HSG estimuladas con 

IFN-α e IFN-β. Sin embargo, no se logró cuantificar los niveles del pri-miR-145 en nuestro modelo in vitro. Esto 

podría deberse, entre otras causas, al procesamiento diferencial de los pri-miRNA. Estudios iniciales sugerían 

que el procesamiento de los pri-miRNA sería co-transcripcional y estaría funcionalmente acoplado a la 

transcripción por la RNA Pol II, siendo diversos pri-miRNA nacientes procesados antes de incluso ser liberados 

del DNA templado [121, 122]. Esto podría estar mediado por el reclutamiento del complejo microprocesador a 

la cromatina por factores asociados a la cromatina como HP1BP3 [123] o la misma RNA Pol II [124]. Sin 

embargo, estudios posteriores en dónde se evaluó la cinética del procesamiento de distintos pri-miRNA en 

células completas revelaron que el procesamiento de pri-miRNAs puede ser tanto co-transcripcional como 

post-transcripcional, y que la cinética de este procesamiento varía desde rápido, intermedio a lento entre pri-

miRNAs [125]. En esta misma línea, Conrad y colaboradores determinaron, a través de análisis 

transcriptómicos, que la eficiencia de procesamiento entre distintos pri-miRNA canónicos unidos a cromatina 

es altamente variable [56]. Si bien se han podido detectar pri-miRNAs específicos en modelos celulares, como 
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por ejemplo el pri-miR-25 en células HPDE6-C7 [126], el procesamiento diferencial que se ha reportado para 

distintos pri-miRNAs podría ser un factor que influya en la dificultad de detectar el pri-miR-145 en nuestro 

modelo in vitro en particular. 

La asociación encontrada entre los niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p y la activación de la vía de 

IFNs I en GSL de pacientes con SS, en conjunto con los experimentos in vitro en donde la estimulación de 

células HSG con IFN-α o IFN-β disminuyó los niveles de hsa-miR-145-5p, permiten sugerir un efecto específico 

de estas citoquinas en los niveles disminuidos del miRNA maduro que podría explicar, en conjunto a otros 

mecanismos su disminución en pacientes con SS. A pesar de la dificultad para detectar los niveles del pri-miR-

145-5p en nuestro modelo in vitro, la relación observada entre los niveles aumentados del pri-miR-145 y la 

activación de la vía de IFNs I en los mismos individuos, en conjunto a los antecedentes de la literatura [58] 

permiten hipotetizar que la activación de esta vía podría disminuir el procesamiento del pri-miRNA, 

generando su acumulación y la disminución del miRNA maduro. Para explorar esta hipótesis, se 

caracterizaron los niveles de transcrito, proteína y localización celular de la maquinaria enzimática encargada 

de la modificación (METTL3 y METTL14) y remoción (ALKBH5 y FTO) de la marca epitranscriptómica m6A en pri-

miRNAs, así como los niveles proteicos de la lectora que media sus funciones, hnRNPA2B1. Esto pues se ha 

descrito que esta modificación media el procesamiento de pri-miRNA al aumentar su interacción con el 

complejo microprocesador [59]. Además, alteraciones en los niveles de esta maquinaria enzimática, que 

resultan en una disminución de m6A en los pri-miRNA, generan una reducción en el reclutamiento del 

complejo microprocesador y, en consecuencia, una acumulación del precursor con una disminución de los 

niveles de miRNA maduro, como la observada en GSL de pacientes con SS [127-131]. En esta tesis se 

encontraron niveles aumentados de transcrito de METTL3 y ALKBH5. Sin embargo, se encontraron niveles 

disminuidos de proteína de METTL3, FTO y hnRNPA2B1, que sugerirían que la maquinaria encargada de 

agregar la marca m6A, removerla y leerla se encuentra disminuida.  

Hasta la fecha se ha descrito una expresión diferencial de la maquinaria enzimática de m6A y la lectora 

hnRNPA2B1 en diversas enfermedades autoinmunes como LES [66, 132, 133], AR [65, 134, 135] y diabetes 

mellitus tipo 1 [136]. En SS se han realizado análisis de los niveles de esta maquinaria usando microarreglos y 

validación conjunta por RT-qPCR en PBMCs. En estos estudios se encontraron niveles aumentados de FTO y 

METTL3, pero se reportaron niveles contradictorios de ALKBH5, encontrándose tanto un aumento como una 

disminución de sus niveles de transcrito  [137, 138]. En GSL solo se han realizado análisis de datos de 

microarreglos, sin la validación a través de RT-qPCR de los niveles de transcrito de estas enzimas, 

encontrándose niveles disminuidos de ALKBH5 y METTL3 [138, 139]. Por lo tanto, esta es la primera vez que en 
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GSL de pacientes con SS se caracterizan los niveles de transcrito y proteína de esta maquinaria enzimática 

asociada a m6A, así como de la lectora hnRNPA2B1. 

Además, en esta tesis se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de transcrito de 

METTL3 y ALKBH5 con parámetros clínicos como la presencia del autoanticuerpo anti-Ro/SSA y el score de 

foco. Esto se encuentra en concordancia con las correlaciones clínicas encontradas entre los niveles de 

transcrito de estas enzimas y parámetros clínicos de AR y LES [65, 66, 132, 134] y lo observado en relación con 

los niveles de METTL3 y ALKBH5 en PBMCs de pacientes con SS, los cuales correlacionaron con características 

clínicas como los niveles de proteína C reactiva o con los niveles de sequedad ocular[137, 140]. Estos hallazgos 

sugieren una posible asociación entre estos indicadores que reflejan inflamación y autoinmunidad y los niveles 

de la maquinaria enzimática de m6A, pero además sugieren un rol relevante en la fisiopatología del SS.  

Sumado a estos hallazgos, se encontró que tanto las células acinares como inflamatorias de las GSL de 

pacientes con SS expresan METTL3, METTL14, FTO y ALKBH5, siendo esta la primera vez que se caracteriza la 

localización de estas enzimas en estos individuos. La detección de marca inmunofluorescente en acinos 

permite confirmar la expresión de estas enzimas en este tipo celular, lo cual es de gran relevancia debido al rol 

de las células epiteliales en el inicio y progresión del SS [141]. Se requieren estudios adicionales para establecer 

si existen diferencias en la distribución de esta marca entre pacientes con SS e individuos controles, así como 

para determinar si las diferencias observadas al determinar los niveles proteicos a través de Western Blot 

corresponden a cambios en el componente inflamatorio y/o epitelial. Sin embargo, su localización 

principalmente nuclear permite hipotetizar que estas enzimas podrían tener un rol en la regulación de la 

metilación de pri-miRNAs en este contexto, ya que es un proceso que ocurre a nivel de este organelo.  

 Si bien los niveles de transcrito y proteína de METTL3 y los niveles de transcrito de ALKBH5 

correlacionaron de manera significativa con la activación de la vía de IFNs I, así como con los niveles 

disminuidos del hsa-miR-145-5p en GSL pacientes con SS, no se encontraron cambios significativos en los 

niveles de transcrito ni de proteína de METTL3, METTL14, ALKBH5, FTO ni hnRNPA2B1 en células HSG 

estimuladas con IFNs I. Aunque FTO y ALKBH5 poseen elementos de respuesta al factor de transcripción STAT1 

predichos en su promotor, ninguna de estas enzimas pose elementos ISRE, por lo que es probable que la 

sobreactivación de la vía de IFNs I no sea la principal responsable de la regulación de los niveles de estas 

enzimas, y los cambios observados en GSL de pacientes con SS se deban a la acción de otros mecanismos. Por 

ejemplo, tanto para METTL3 como para ALKBH5 se han reportado mecanismos de regulación transcripcionales 

como hipermetilación del promotor y modificaciones de histonas, así como mecanismos de regulación 

postranscripcionales como miRNAs y lncRNAs que afectan sus niveles [142, 143]. Por otra parte, se ha descrito 
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por ejemplo que la SUMOilación de METTL3 puede reprimir su actividad enzimática sin alterar su localización 

[144] , por lo que no se puede descartar un posible cambio en la actividad de estas enzimas por modificaciones 

postraduccionales que no fueron estudiadas en este trabajo y que podrían afectar la colocación o remoción de 

m6A en pri-miRNAs. 

 Por otra parte, también se caracterizaron los niveles de transcrito y proteína de la desaminasa ADAR1, 

ya que se ha reportado que la edición de pri-miRNAs por esta enzima altera el procesamiento de pri-miRNAs 

por el complejo microprocesador, generando la disminución de los niveles de miRNA maduro [145]. En esta 

tesis se encontraron niveles aumentados de transcrito y proteína de la isoforma de ADAR1, ADAR1p150, sin 

cambios significativos en los niveles de la isoforma constitutiva. En otras enfermedades autoinmunes como 

AR y LES se han encontrado niveles aumentados de la isoforma ADAR1p50 sin cambios en la isoforma 

constitutiva en tejido sinovial o linfocitos T [70, 71]. En SS se ha encontrado que ADAR1 total está 

sobreexpresada a través de microarreglos realizados en PBMCs[49] y GSL [53], sin embargo, esta es la primera 

vez que se caracteriza de manera separada los niveles de transcrito y proteína estas isoformas. Además, se 

encontró una correlación significativa entre los niveles de transcrito de ADAR1p150 con la presencia del 

autoanticuerpo anti-Ro/SSA y el score de foco. Estos hallazgos sugieren una posible asociación entre estos 

parámetros clínicos que reflejan inflamación y autoinmunidad y los niveles de ADAR1p150, reflejando un 

posible rol en la fisiopatología del SS, como se encontró en AR en dónde los niveles de edición generados por 

niveles aumentados de esta isoforma se asocian a la respuesta a tratamiento y a la expresión de marcadores de 

inflamación [70] 

 También se encontró que tanto las células acinares como inflamatorias de las GSL de pacientes con SS 

expresan ADAR1, siendo esta la primera vez que se caracteriza la localización de estas enzimas en estos 

individuos. Si bien a través de esta técnica no se puede diferenciar una isoforma de la otra, la detección de 

marca inmunofluorescente en acinos permite confirmar la expresión de estas enzimas en este tipo celular, y su 

localización nuclear permite hipotetizar que estas enzimas podrían tener un rol en la regulación de la 

metilación de pri-miRNAs en este contexto, ya que es un proceso que ocurre a nivel de este organelo. 

El aumento en los niveles de transcrito de ADAR1p150 correlacionó de manera significativa tanto con la 

activación de la vía de IFNs I, así como con la disminución del hsa-miR-145-5, sugiriendo una posible asociación 

entre estos hallazgos. A diferencia de lo ocurrido con la maquinaria m6A, al estimular células HSG con IFNs I si 

se encontró un aumento en los niveles de transcrito y proteína de la isoforma ADAR1p150, reproduciendo los 

hallazgos realizados en GSL de paciente con SS. Esto sugiere un rol de esta citoquina en la modulación de los 
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niveles de esta isoforma y que podría deberse a los elementos ISRE encontrados en el promotor de ADAR1p150 

y de los que carecen los 2 promotores de la isoforma ADAR1p110 [84] (Figura 2) 

Para evaluar el rol de la isoforma ADAR1p150 en los niveles de hsa-miR-145-5p, se silenció de manera 

específica a través de siRNA en células HSG estimuladas con IFNs I. Los resultados evidenciaron que la 

disminución en los niveles de transcrito de esta isoforma producto del silenciamiento con siRNA recupera los 

niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p inducidos por IFNs I y favorece la disminución de sus blancos MUC1 y 

TLR4, aunque para MUC1 estos cambios no fueron estadísticamente significativos. Los niveles de hsa-miR-

145-5p pueden ser regulados por diversos mecanismos tanto a nivel transcripcional como postracripcionales. 

Estos incluyen, por ejemplo, el aumento en la metilación del promotor del hsa-miR-145-5p [146] o la 

disminución de la interacción de factores de transcripción como p53 con elementos de respuesta presentes en 

el promotor del hsa-miR-145-5p [147]. También se incluyen interacciones con lncRNAs como PCAT y PVT1 que 

actúan como esponjas del hsa-miR-145-5p [92, 111]. Sin embargo, estos mecanismos no explicarían por 

completo los niveles aumentados de pri-miR145 encontrados en GSL de pacientes con SS que sugieren una 

disminución en su procesamiento. Por otra parte, se han reportado alteraciones en el procesamiento del pri-

miR-145 debido a la interacción de p68 con el complejo microprocesador, sin embargo, este mecanismo 

favorece el procesamiento del pri-miR-145, disminuyendo sus niveles y favoreciendo el aumento del miRNA 

maduro [148]. Se ha reportado que ADAR1 puede disminuir los niveles de determinados miRNAs maduros a 

través del aumento de ediciones de adenosina por inosina en su pri-miRNA que impiden el reconocimiento por 

DGCR8 [149] Sin embargo, también se han descrito efectos independientes de la actividad editora de esta 

enzima en donde la interacción de ADAR1 con el pri-miRNA impide el procesamiento por el complejo 

microprocesador [150]. Ambos mecanismos llevan a una acumulación del pri-miRNA y a la consecuente 

disminución del miRNA maduro, similar a lo observado en GSL de pacientes con SS para el hsa-miR-145-5p. Si 

bien experimentos adicionales son necesarios para evaluar el mecanismo específico involucrado en esta vía 

debido a la incapacidad de detectar el pri-miRNA en células HSG, estos hallazgos permiten sugerir un rol de 

ADAR1p150 en la disminución mediada por IFNs I del hsa-miR-145-5p, y que podría estar asociado a 

alteraciones en el procesamiento de este precursor, lo que explicaría los niveles aumentados de pri-miR-145 

encontrados en GSL de pacientes con SS. 

La tendencia a la disminución de los blancos del hsa-miR-145-5p, MUC1 y TLR4, al silenciar ADAR1p150 

y recuperar los niveles del miRNA sugiere el rol de hsa-miR-145-5p en la regulación de estas moléculas y realza 

la importancia de su estudio para abrir nuevas posibilidades de tratamiento e intervención terapéutica para 

pacientes con SS.   Esto, ya que durante la última década se han descrito diversos mecanismos que permiten 

reestablecer los niveles de miRNAs en los tejidos de manera específica. Entre estos mecanismos se encuentran 
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tanto la entrega de miRNAs mimic o inhibitor de manera célula específica a través de partículas lipídicas o 

vectores virales y la modificación del procesamiento a través de moléculas pequeñas y la transferencia de 

precursores como pri-miRNAs [120]. Varias de estas terapias se encuentran en fase I o II de estudios clínicos 

[120] Inclusive para el caso particular del hsa-miR-145 se han descrito ensayos muy preliminares de extractos 

naturales como el Geniposide que permiten aumentar los niveles de este miRNA, lo que trae como 

consecuencia una disminución de marcadores inflamatorio en modelos celulares [151], así como la 

transferencia a través de liposomas del hsa-miR-145 en psoriasis [152]. Además, el estudio de los mecanismos 

que llevan a su disminución es relevante, ya que permitirían escoger la terapia más adecuada. Esto ya que, en 

este caso en particular, la transferencia de pri-miRNAs o la inducción de la transcripción a través de fármacos 

no tendrían utilidad ya que las alteraciones en el procesamiento seguirían manteniendo los niveles de hsa-miR-

145-5p disminuidos. 

Una tarea futura para concretar corresponde realizar estudios que permitan detectar el hsa-miR-145-

5p y el pri-miR-145 en los distintos tipos celulares que componen las GSL (incluido células epiteliales e 

inflamatorias), a través de, por ejemplo, hibridación in situ. Esto permitiría, además de evaluar la contribución 

de los niveles alterados de estos RNAs en cada tipo celular, la determinación de los compartimientos celulares 

en los cuales se podría estar acumulando el pri-miR-145. También es necesario determinar los mecanismos a 

través de los cuales ADAR1p150 podría estar contribuyendo a la disminución de los niveles del hsa-miR-145-5p, 

así como evaluar sus niveles proteicos luego del silenciamiento con siRNA. No obstante, los hallazgos obtenidos 

permiten proponer un modelo en dónde niveles elevados de IFNs I y la sobreactivación de su vía inducen un 

aumento de la isoforma de ADAR1 ADAR1p150. Esta isoforma disminuiría el procesamiento del pri-miR-145 

debido a ediciones en su secuencia o interacciones que impiden el reconocimiento por el complejo 

microprocesador, generando su acumulación y la disminución de los niveles del miRNA maduro. Niveles 

disminuidos del hsa-miR-145-5p contribuirían a los niveles elevados de MUC1 y TLR4, lo que a su vez 

favorecería la perpetuación del estado inflamatorio y disfunción glandular (Figura 30).  
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Figura 30. Mecanismo propuesto para la regulación postranscripcional del hsa-miR-145-5p a través de la modulación dependiente de 
IFNs I de ADAR1p150 y su rol en la modulación de MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes con SS. Niveles aumentados de IFNs I inducen una 
sobreactivación de esta vía en GSL de pacientes con SS a través de la dimerización de las subunidades del receptor de IFNs I (IFNAR y) la 
activación de las tirosinas quinasas citoplasmáticas asociadas al receptor JAK1 y TYK2. La activación de estas tirosinas quinasas inducen 
el reclutamiento y fosforilación de las proteínas transductoras STAT1 y STAT2. Ambas proteínas se liberan del receptor y se unen a IRF9 
para formar un complejo denominado ISGF3. ISGF3 se une a secuencias consenso denominadas ISRE en promotores de genes inducidos 
por IFN I o ISGs como ADAR1p150, induciendo su transcripción. Niveles aumentados de ADAR1p150 podrían desaminar las adenosinas 
del pri-miR-145 e impedir el clivaje por el complejo microprocesador o unirse al pri-miRNA e impedir su procesamiento de manera 
independiente de su actividad enzimática. El procesamiento disminuido del pri-miR-145 provocaría su acumulación y la consecuente 
disminución del miRNA maduro hsa-miR-145-5p. Finalmente, niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p contribuyen a la sobrexpresión de 
MUC1 y TLR4, favoreciendo la perpetuación de la inflamación y disfunción glandular. En líneas enteras rojas y letras rojas se muestra los 
resultados obtenidos en esta tesis en dónde se pudo demostrar causalidad. En líneas rojas punteadas se muestra resultados de esta 
tesis, pero para los cuales solo se ha observado asociación. En signo de pregunta se describen mecanismos posibles para el rol de 
ADAR1p150 en la regulación de miRNAs descritos en la literatura pero que no se estudiaron esta tesis. Líneas negras muestran procesos 
descritos en la literatura. Creado con Biorender. 
  

 

.  
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CONCLUSIONES 

Los resultados muestran que los niveles aumentados de IFNs I y la sobreactivación de su vía inducen 

una disminución de los niveles de hsa-miR-145-5p maduros. Esta podría estar asociada a alteraciones en el 

procesamiento del pri-miR-145 producto del aumento de ADAR1p150 y tiene como consecuencia el contribuir 

a la sobrexpresión de MUC1 y TLR4. De esta forma, se confirma la hipótesis propuesta en esta tesis. Estos 

resultados contribuyen a aumentar el conocimiento acerca de los mecanismos mediante los cuales los IFNs I, a 

través de la regulación del hsa-miR-145-5p, contribuirían a la disfunción glandular. Esto abre nuevas opciones 

de blancos de intervención terapéutica que en un futuro permitirían restablecer los niveles de proteínas como 

MUC1 y TLR4, para disminuir la inflamación glandular y con esto, mejorar la calidad de vida de los pacientes 

con SS. 
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PROYECCIONES 

Los resultados de esta tesis han permitido aumentar la comprensión de los mecanismos asociados a la 

diminución del hsa-miR-145-p y como esta disminución puede contribuir en la sobrexpresión de blancos de alta 

relevancia en la enfermedad, como MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes con SS. Pero además han surgido nuevas 

preguntas que intentaremos responder para avanzar en el conocimiento de los mecanismos moleculares 

involucrados en la patogénesis del SS. 

Para determinar el mecanismo por el cual ADAR1p150 modula los niveles del hsa-miR-145-5p de 

manera dependiente de los interferones tipo I (IFNs I), resultaría interesante emplear estrategias 

experimentales que permitan secuenciar el pri-miR-145 en células estimuladas con IFNs I, con el propósito de 

evaluar si se producen cambios de adenosinas a inosinas. En caso contrario, si esto se debe a efectos de 

interacción de esta isoforma del pri-miRNA, se podría llevar a cabo una inmunoprecipitación de RNA (RIP) 

utilizando anticuerpos dirigidos contra ADAR1, a fin de detectar el pri-miR-145 en el inmunoprecipitado.  

Por otra parte, realizar una hibridación in situ del pri-miR-145 en conjunto a inmunofluorescencia para 

detectar ADAR1 nos permitiría determinar en qué compartimiento glandular (epitelial o inflamatorio) está 

ocurriendo la acumulación del pri-miR-145 y si esta ubicación se condice con la localización de ADAR1.  

Finalmente, considerando las diversas estrategias desarrolladas para modificar selectivamente los 

niveles de miRNAs y pri-miRNAs en tejidos específicos, sería interesante evaluar el efecto de la modulación de 

estos oligonucleótidos en las glándulas salivales de modelos murinos de SS, con el fin de determinar si se 

reducen los niveles de sus blancos MUC1 y TLR4, y si esto se traduce en una disminución de la inflamación y 

disfunción glandular. 
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