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

las glandulas salivales (GS). Se caracteriza por una sobreactivacidn de la via de interferones de tipo | (IFNs 1),
citoquinas capaces de regular los niveles de diversos microRNAs (miRNAs). Los miRNAs son RNAs no
codificantes pequefios que desempefian un papel importante en la regulacién de la expresién génica a nivel
postranscripcional. Al analizar secuenciaciones masivas de RNAs pequefios se ha observado una disminucién
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 estdn sobrexpresados en las GS de estos pacientes. Estas sobreexpresiones
contribuyen, a través de diversos mecanismos, al estado inflamatorio y la disfuncién glandular en esta
enfermedad.

Niveles elevados de IFNs | como los reportados en el SS, pueden disminuir la interaccidon del complejo
microprocesador con los transcritos primarios de diversos miRNAs (pri-miRNAs), lo que lleva a una disminucién
en su procesamiento y de los niveles de miRNA maduro. Ademas, se ha observado que la interaccién entre el
complejo microprocesador y el pri-miRNA puede ser modulada por modificaciones en el RNA, como la
metilacion de las adenosinas en la posicion N6 (m6A) o ediciones como la desaminacidon de adenosinas y la
formacidn resultante de inosinas (A->l). La maquinaria enzimatica que cataliza ambas modificaciones esta
alterada en enfermedades autoinmunes que presentan niveles elevados de IFNs |. Considerando estos
antecedentes, es interesante preguntarse si ¢ podrian los IFNs | 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 asi
mantener niveles aumentados de MUC1 y TLR4? Para responder a esta pregunta se propuso la siguiente
hipétesis: Interferones de tipo | aumentan los niveles de MUC1 y TLR4 a través de la disminucién del
procesamiento postranscripcional del hsa-miR-145-5p debido a alteraciones en la maquinaria enzimatica de
m6A o ediciones de adenosinas por inosinas en GS de pacientes con SS. Para probar esta hipodtesis, 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 |, y se evalué 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 caracterizé la
magquinaria enzimatica de m6A (METTL3, METTL14, FTO, ALKBH5 y hnRNPA2B1) y A->| (ADAR1p110 y
ADAR1p150) en las GS de estos pacientes y en células HSG estimuladas con IFNs I. Luego, se silencio
ADAR1p150 en células HSG estimuladas con IFNs | y se evalud 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 asociacién fue corroborada a través
de ensayos funcionales en células HSG. Ademas, se encontrd una asociacidn inversa entre la activacion de la via

de IFNs | 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 activacidon de la via de IFNs | correlacioné 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 proteina
de METTL3. Sin embargo, en células estimuladas con IFNs | solo se observé un aumento en los niveles de
transcrito y proteina de ADAR1p150. Finalmente, al silenciar ADAR1p150, la disminucidn del hsa-miR-145-5p
inducida por IFNs | pudo ser revertida, sugiriendo un rol de la isoforma inducible por IFNs | 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, alin deben ser determinados. Sin embargo, es posible postular una disminucién del procesamiento
del pri-miR-145 debido a un bloqueo de la interaccidon con el complejo microprocesador por la unién de
ADARp150 o ediciones A->l. Ambos mecanismos conducirian a una acumulacién del pri-miRNA y una
disminuciéon del miRNA maduro, tal como se observa en GS de pacientes con SS.

En conclusidn, los IFNs | inducen una disminucién del hsa-miR-145-5p que favoreceria la sobrexpresiéon
de MUC1 y TLR4 y podria tener su origen en un procesamiento disminuido del pri-miR-145 dado el aumento de
ADAR1p150. Estos hallazgos aportan a la comprension de los mecanismos que regulan los niveles del hsa-miR-
145-5p en el SS y el impacto que podria tener la desregulacién de este miRNA en la inflamacidn y disfuncién
glandular, a través de la modulacién de MUC1 y TLR4. Esto ayudard 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
Sjogren's syndrome (SS) is an autoimmune and inflammatory disease that mainly affects the salivary

glands (SG). It is characterized by overactivation of the type | interferon pathway (IFNs 1), 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 |. Considering
this background, it is interesting to ask if IFNs | 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 | 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->|
(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 | 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 | 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 |
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 l-induced decrease in hsa-

miR-145-5p could be reversed, suggesting a role for the IFNs l-inducible isoform in the process. The
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mechanisms through which ADAR1p150 modulates hsa-miR-145-5p levels in an IFNs |-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->| 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 | 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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INTRODUCCION
El sindrome de Sjogren

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune e inflamatoria que afecta a las glandulas
exocrinas, principalmente a las glandulas salivales (GS) y lacrimales, lo que conduce a una disfuncién secretora
[1]. En las GS, esta disfuncidn se caracteriza por alteraciones en la cantidad y calidad de la saliva que genera la
sensacion de sequedad bucal (xerostomia) caracteristica 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 sindrome [3]. Dentro de estas manifestaciones se incluyen alteraciones vasculares y de
érganos extra-glandulares, afecciones inespecificas 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 linfocitico periductal en las GS [1]. En concordancia
con sus caracteristicas inflamatorias, los pacientes exhiben niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias a
nivel sistémico y en las GS, en dénde son producidas tanto por las células inflamatorias como por células del
epitelio glandular [6-8]. Dentro de estas citoquinas destacan los interferones de tipo | (IFNs |) con una
creciente evidencia que resalta su rol en la iniciacién y progresion del SS [9].

Esta enfermedad afecta principalmente a mujeres de mediana edad, en una relacién 9:1 con respecto a
los hombres, y es la segunda enfermedad autoinmune reumatica mas prevalente en el mundo luego de la
artritis reumatoide (AR) [5, 10]. En Chile no hay estudios de prevalencia. Ademas, el SS tiene un caracter
crénico, 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 comprension de la
etiopatogenia del SS y permita el desarrollo de alternativas terapéuticas que beneficien a los pacientes.
Aunque la etiologia del SS no ha sido dilucidada, se considera una enfermedad multifactorial cuyo desarrollo
involucra una compleja interconexién de factores que incluyen predisposicion 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 nucleétidos [11, 12]. De acuerdo con
el tipo celular y el contexto fisioldgico, presentan distintos niveles de expresion y regulan la mayoria de los
procesos celulares, incluyendo la homeostasis inmune y la respuesta inflamatoria [11, 13]. Los miRNAs regulan
la expresion de muchos genes a nivel postranscripcional, mediante la union complementaria de su “secuencia

semilla” a una regidn especifica del 3’ UTR de sus RNA mensajeros (MRNAs) blancos. La “secuencia semilla”
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corresponde a una secuencia de nucledtidos en el extremo 5’ del miRNA que va desde el nucleétido 2 al 7/8 y
que tiene como funcién reconocer al mMRNA blanco mediante el apareamiento de bases. Esta unién detiene la
traduccidn del mensajero y promueve su degradacién 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 Il,
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 nlcleo, este pri-miRNA es
procesado por el complejo microprocesador compuesto por la proteina de reconocimiento del pri-miRNA
DGCRS, y la endonucleasa Drosha, generando el pre-miRNA de aproximadamente 70 nucleétidos que es
exportado fuera del nucleo por la proteina exportina 5 (XPO5) [14]. Ya en el citoplasma, este pre-miRNA es
procesado por un complejo formado por las proteinas de unién a RNA de doble hebra TRBP y PACT vy la
endonucleasa Dicer, que corta el loop de la horquilla, generando un miRNA de doble hebra o duplex. De este
duplex, una hebra (hebra guia o miRNA maduro) sera cargada al complejo silenciador inducido por RNA (RISC,
del inglés RNA-induced silencing complex) compuesto por las proteinas AGO (del inglés Argonaute) [14].
Finalmente, el miRNA maduro guia al complejo RISC hacia el mRNA blanco para promover su silenciamiento

[11, 14, 15] (Figura 1).
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Figura 1. Biogénesis canonica de miRNAs. La biogénesis candnica de los miRNAs comienza con su transcripcion desde el genoma por la
RNA polimerasa Il, 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 serd el miRNA maduro (sefialado en rojo) y dos extremos simple hebra. Este pri-miRNA es
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procesado en el nucleo por el complejo microprocesador compuesto por la proteina de unidn a RNA de doble hebra DGCRS, y la RNAsa
IIl 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 duplex sin el loop de la horquilla. La hebra funcional de miRNA maduro (mostrada en rojo) se une a la
proteina Argonauta 2 (Ago2) y forma el complejo RISC para silenciar los mRNA blanco mediante la represién traduccional o la
degradacion del mRNA. Creado con BioRender.

miRNAs en el SS
Se han reportado niveles alterados de miRNAs tanto a nivel de células inmunes sanguineas, como en

las GS de pacientes con SS [13, 16, 17]. La mayoria de los trabajos han estudiado estas alteraciones en PBMCs
(del inglés peripheral blood mononuclear cell) o en subtipos especificos de células inmunes, como linfocitos T o
linfocitos B, con enfoque en la busqueda de biomarcadores y miRNAs diferencialmente expresados. Si bien se
ha demostrado la expresion diferencial de miRNAs en GS de pacientes con SS con respecto a individuos

controles, sigue siendo necesario profundizar en los mecanismos gue llevan a su desregulacion y los efectos

biolégicos de estas alteraciones. Esto aumentara la comprensién respecto al impacto de estas modificaciones

en la patogénesis del SS, favoreciendo el hallazgo de posibles nuevos puntos de intervencion 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].
Ademas, el aumento de sus niveles inhibe la liberacidon de IL-6 en células de musculo liso de la via aérea y la
expresion 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 (5g932-33) y su
hebra madura tiene un largo de 23 nucledtidos [20]. Se han descrito niveles disminuidos de este miRNA en
células T de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) asi como en biopsias de piel y fibroblastos de
pacientes con Esclerosis Sistémica (ES), en vasculatura renal dafiada de pacientes con nefritis lUpica 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 secuenciacion masiva de RNAs pequefios (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 proteina de MUC1 y niveles elevados de transcrito TLR4 las GS de pacientes con SS [33,
34]. MUC1 es una mucina clave en la mantencion de la hidratacién 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 disfuncién secretora [35]. Ademas, los altos niveles de las isoformas MUC1-SEC y MUC1-Y reportados
en esta enfermedad pueden favorecer la sintesis de citoquinas a través del péptido “immuno-enhancing” de
MUC1-SEC o a través de la formacion de un complejo MUC1-SEC/MUC1-Y [36], lo que sugiere la existencia de
una regulacion entrecruzada entre las citoquinas y las mucinas que podrian perpetuar la inflamacién en
pacientes con SS [33, 37]. Por otro lado, TLR4 es un receptor del sistema inmune innato que ademas de
reconocer moléculas bacterianas como LPS, es activado por mucinas secretadas ectdpicamente en las GS de los
pacientes con SS [34]. Esta activacién induce la expresion de citoquinas pro-inflamatorias entre las que se
incluyen los IFNs | [34], por lo que un aumento en su expresidon podria contribuir a la mantencién de la
inflamacién 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 modulacidn, resulta relevante comprender los mecanismos que llevarian a una desregulacion de
este miRNA. Se han propuesto varios mecanismos que en conjunto determinarian los niveles del hsa-miR-145-
5p, entre los que se incluyen la metilacion de su promotor y la unién de factores de transcripcién [38].
Interesantemente, se ha reportado también que los niveles de este miRNA podrian estar regulados por IFNs |

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

Interferones de tipo |

Los IFNs | son un conjunto de citoquinas pro-inflamatorias estructuralmente similares, dentro de las
cuales las de mayor relevancia e interés inmunoldgico son los 13 subtipos de IFN-a e IFN-B [42, 43]. Son
secretados como parte de la respuesta inmune innata principalmente ante una infeccién viral. Su expresién es
inducida por la unién de distintos tipos de acidos nucleicos a receptores citoplasmaticos y ubicuos como RIG-1
(del inglés retinoic acid inducible gene I) y MDAS (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 dendriticas y macrofagos [42]. La unidn al acido nucleico viral desencadena una cascada de sefializacion
gue comienza con la unién de proteinas adaptadoras especificas, las cuales reclutan quinasas que fosforilan y

activan a los factores de transcripcidn IRF3 e IRF7, los que inducen la transcripcion de IFN-o/IFN-B [42]. La
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activacion del receptor de membrana plasmatica TLR4 por estimulos bacterianos como LPS también puede
desencadenar la produccién de IFNs | [42].

Ambos, IFN-a e IFN- se unen al receptor de interferones de tipo | (IFNAR) e inducen la dimerizacién de
las subunidades del receptor [43]. Esta dimerizacion promueve la activacién de las tirosinas quinasas
citoplasmaticas asociadas con el consecuente reclutamiento y fosforilacion de STAT1 y STAT2 [43, 44]. Ambas
proteinas se liberan del receptor como un heterodimero que se une a IRF9 formando un complejo denominado
ISGF3 (del inglés interferon-stimulated gene factor 3) [43]. Este se destina al nlcleo y se une a secuencias
consenso denominadas ISRE (del inglés IFN-stimulated response elements) en promotores de genes inducidos
por IFN | o ISGs (del inglés interferon-stimulated genes), desencadenando la transcripcion de genes de la
respuesta antiviral [42, 43]. STAT1 fosforilado también puede formar homodimeros que en el nucleo se unen a
secuencias consenso denominadas GAS (del inglés gamma-activated sequence), desencadenando Ila
transcripcién de genes pro-inflamatorios [42, 43].

Los IFNs | tienen un rol clave en la inmunidad pues, ademas de mediar la respuesta antiviral, actian
como un puente entre la inmunidad innata y adaptativa debido a sus multiples efectos inmunomoduladores
[45]. Estos efectos incluyen el aumento de la presentacidn antigénica, la activacién de linfocitos Ty el aumento
de la produccién de anticuerpos por parte de las células plasmaticas [40, 45]. En este sentido, la desregulaciéon
de los niveles de IFNs | puede conducir al desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes,

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

Interferones de tipo | y SS

Un numero creciente de evidencias sugiere una sobreactivacion de la via de IFNs | 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 expresion de los genes inducidos por IFNs | en células reporteras, se ha
observado de manera consistente una actividad aumentada de IFNs | en el plasma de pacientes con SS [50-52].
En conjunto con estos hallazgos, un gran nimero de pacientes con SS presentan lo que se conoce como una
“firma de interferon” (del inglés, “IFN signature”), o la expresidén elevada de genes inducidos por IFNs |, 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, asi 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 | pueden modular los niveles de miRNAs a través de la regulacion de distintas etapas de su

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

La regulacion de la biogénesis de miRNAs ocurre en todas las etapas de este proceso e involucra tanto
mecanismos transcripcionales asociados a la regulacion de la expresion de miRNAs desde sus secuencias
génicas, como mecanismos postranscripcionales asociados al procesamiento y maduracion del miRNA [14, 55].
Una etapa clave en la determinacion 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
interaccion con la maquinaria de procesamiento, lo que a su vez depende de los niveles, disponibilidad y
actividad de las proteinas de la maquinaria, como de la secuencia nucleotidica del pri-miRNA [14, 55]. Multiples
vias de seinalizacidon pueden incidir en la regulacion postranscripcional de la biogénesis de miRNAs, incluida la
de los IFNs I.

Wiesen y colaboradores reportaron que niveles elevados de IFN-a reducen los niveles proteicos de
Dicer, lo que altera el procesamiento de los pre-miRNAs [57]. En esta misma linea, Witteveldt y colaboradores
demostraron que la activacion de la via de IFNs | disminuye la unién del complejo microprocesador al pri-
miRNA [58]. Esto reduce las tasas de procesamiento, generando la acumulacion de pri-miRNAs y la disminucion

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

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

estas citoquinas podrian modular los niveles miRNAs en el SS aun requiere ser explorado.

La interaccién entre el complejo microprocesador y los pri-miRNAs esta mediada entre otros factores,
por modificaciones del RNA o marcas epitranscriptémicas como la metilacidn de las adenosinas en la posicién
N6 (m6A) [59] o ediciones del pri-miRNA que cambian adenosinas por inosinas [55].

La metilacion de las adenosinas en la posicion N6 (m6A) en los pri-miRNA es una modificacién que
promueve su procesamiento a través del reclutamiento del complejo microprocesador, contribuyendo a
aumentar los niveles de miRNA maduros [59, 60]. Alarcén y colaboradores reportaron in vitro e in vivo que la
acumulacién co-transcripcional de m6A en el pri-miRNA promueve su reconocimiento por DGCRS, proteina que
es parte del complejo microprocesador, favoreciendo su procesamiento [59]. La metilacién de las adenosinas
en el RNA es catalizada en el nucleo por un dimero 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 proteinas lectoras que reconocen la modificacion en el
contexto especifico en donde es colocada, generando los efectos rio abajo [64]. Dentro de estas proteinas
lectoras se encuentra HNRNPA2B1, que actuaria 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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sobreactivacion de la via de IFNs | [65, 66]. La alteracion en los niveles de METTL3 en AR se asocié a cambios en
los niveles de m6A totales, sin embargo, no se estudid el efecto especifico de esta desregulacién en el

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

magquinaria en la biogénesis de miRNAs.

Por otro lado, los niveles de miRNA maduros pueden ser regulados postranscripcionalmente a través
de la edicién del pri-miRNA, especificamente a través de la conversion de adenosinas en inosinas mediante
desaminacidn hidrolitica [55]. Se ha reportado que la edicién de pri-miRNAs disminuye su procesamiento a
través de la disminucidn del reconocimiento por el complejo microprocesador, lo que genera una disminucién
en los niveles del miRNA maduro [67]. Esta reaccién de desaminacion es catalizada en regiones de RNA doble
hebra, principalmente en regiones intrdnicas, regiones no traducidas, elementos repetitivos como Alu (SINE) y
RNAs no codificantes, incluidos los pri-miRNAs, por las proteinas ADAR1 y ADAR2, miembros de la familia de
enzimas ADAR (del inglés adenosine deaminase acting on RNA) [68, 69]. ADAR1 es la mas abundante y presenta
dos isoformas enzimaticamente activas de distinto peso molecular generadas por el uso de promotores
alternativos [68, 69] (Figura 2). La isoforma corta (ADAR1 110p) esta truncada hacia el N-terminal, se expresa
de manera constitutiva y se localiza en el ntcleo [69]. La isoforma larga (ADAR1p150) se localiza principalmente
en el citoplasma, pero puede translocar al ndcleo y su expresion esta regulada por IFNs | a través de elementos

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

A cennoart — H—H I-H—H—H—I—F—

UAG

-2 - -

AUG1 AUG 296
B ADARIP150 N ﬁ|| a dsRBD | dsRBD dsRBD C
I I 1200 aa
NES NLS
ADARIP110 N m dsRBD | dsRBD dsRBD c
931 aa

Figura 2. Sistema de promotores alternativos de ADAR1 y dominios de sus isoformas (A). Un Unico gen que contiene 17 exones (barras
negras y color) codifica para ambas isoformas de ADARL. El gen es regulado por 3 promotores, de los cuales dos regulan la expresion
constitutiva de la isoforma ADAR1p110y 1 regula la expresion de la isoforma ADAR1p150. Cada promotor genera transcritos con exones
1 distintos (1A, B y C). El promotor inducible por IFN | (PA) tiene elementos ISRE y genera un transcrito con el exén 1 1A, que tiene un
coddn de inicio AUG1 en marco correcto de lectura, y codifica la isoforma ADAR1p150. Los promotores constitutivos (PB y PC) generan
transcritos con exén 1B o 1C, los cuales no tienen coddn de inicio en marco correcto de lectura por lo que parten su traduccion en el
exon 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 uniéon a RNA de doble hebra (dsRBD del inglés double strand RNA binding

19



domain), una secuencia de localizacién nuclear (NLS del inglés nuclear localization signal) y un dominio de unién a Z-DNA ZB. Hacia n-
terminal las diferencia un segmento de 269 aminoacidos extra en la isoforma ADAR1p150 que contiene otro dominio de unidn a Z-DNA
Za 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 interferdn, lo cual se asocié a un aumento en la edicién del RNA [70]. En esta misma linea, en LES
se han encontrado niveles elevados de ADAR1p150 en linfocitos T, lo cual indujo a su vez un aumento en la
edicion de RNAs totales replicable in vitro a través de la estimulacidén con IFN-a [71]. En ninguno de estos

trabajos se estudié el efecto de la edicidn en el procesamiento de pri-miRNAs. En SS_han reportado niveles

elevados de ADAR1 en PBMCs de pacientes con SS [49], v 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 hipdtesis de este trabajo:

e Los pacientes con SS presentan una sobreactivacién de la via de IFNs | y niveles alterados de miRNAs
en sus GS.

e Entre estos miRNAs destaca el hsa-miR-145-5p, miRNA que se ha encontrado disminuido en
secuenciaciones masivas de RNAs pequeios en GS de pacientes con SS.

e 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 inflamacién y disfuncion
glandular.

e Los IFNs | pueden disminuir el procesamiento de pri-miRNAs al alterar su interaccién con el complejo
microprocesador, generando niveles disminuidos de miRNA maduro.

e La interaccion entre el complejo microprocesador y el pri-miRNA puede ser mediada por las marcas
epitranscriptomicas m6A y A->l.

e lLa maquinaria enzimatica asociada a m6A y A->| presenta niveles alterados en enfermedades

autoinmunes que también muestran sobreactivacion de la via de IFNs I.
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HIPOTESIS

Interferones de tipo | aumentan los niveles de MUC1 y TLR4 a través de la disminucién del procesamiento
postranscripcional del hsa-miR-145-5p debido a alteraciones en la maquinaria enzimdtica de m6A o ediciones

de adenosinas por inosinas en glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjogren.

OBIJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de interferones de tipo | en el procesamiento del pri-miR-145 y niveles del hsa-miR-145-5p a
través la maquinaria enzimdtica de m6A o ediciones de adenosinas por inosinas, y como el hsa-miR-145-5p

regula los niveles de MUC1 y TLR4 en glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjégren y células HSG.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

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

2. Evaluar el rol de IFNs | 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 enzimatica de m6A y ediciones de adenosinas en los niveles del hsa-miR-145-

5p y su asociacion a IFNs | en GS de pacientes con SS y células HSG.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes con SS primario e individuos controles

Para este estudio se utilizaron glandulas salivales labiales (GSL) de 9 pacientes diagnosticados con SS
primario y que cumplian con el criterio de clasificacion del American College of Rheumatology/European
League against Rheumatism (ACR/EULAR) de 2016 [72]. Segun este criterio de clasificacion de consenso, se
consideran pacientes con SS primario a los sujetos que tienen una puntuacion total 24 al sumar los puntajes
asignados a cada item positivo de 5 pardmetros que reflejan evidencia objetiva de compromiso glandular
ocular, salival y la presencia del auto-anticuerpo Anti-SSA (Ro), seguin se detalla en la Tabla 1. Los criterios de
exclusién comprenden el uso de farmacos anticolinérgicos, los cuales deben ser suspendidos previo a las
pruebas de sequedad oral y ocular, y cualquiera de las siguientes condiciones que podrian presentar
caracteristicas clinicas superpuestas con el SS: antecedentes de radioterapia de cabeza y cuello, infeccién activa
por hepatitis C (con PCR positiva), sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), sarcoidosis, amiloidosis,

enfermedad de injerto contra huésped, enfermedad relacionada con IgG4.

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

Pardmetro Puntaje

Biopsia de GSL con sialoadenitis linfocitica focal y score de foco 21 foco/4 mm?
de tejido glandular. Un foco equivale a la acumulacién de mas de 50 células 3
inflamatorias mononucleares periductales.

Anti-SSA (Ro) positivo 3
Tincidn ocular: Score de tincion ocular OSS = 5 o score de van Bijsterveld 2 4 en 1
al menos un ojo

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 reumatélogo por sensacién de
sequedad oral y/u ocular, sospechando de un posible SS, pero que no cumplieron los criterios de clasificacion.
Ademas, estos individuos no padecian enfermedades sistémicas y sus biopsias de GSL no presentaron infiltrado
linfocitario o presentaron infiltrado linfocitario difuso (sialoadenitis cronica leve), ademas de parénquima
glandular conservado y ausencia de signos clinicos o serolégicos de SS. Los datos demograficos, seroldgicos e

histoldgicos de los individuos incluidos en este estudio se detallan en la Tabla 2. A todos ellos se les informé de
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los alcances del estudio a través de un consentimiento informado el cual fue aprobado, en conjunto con la
metodologia de este estudio, por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile

(Anexo. Acta de aprobacién y consentimiento informado).

Tabla 2. Caracteristicas demograficas, histoldgicas y serolégicas 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), afios 40 (29-56) 37 (20-59)
Score de foco t 1 0 2

0 4

0 3
FSNE mL/15 min, promedio (rango) 3.8 (1.2-7.5) 2.0 (0-4.5)

. < ,

Z(:‘sl'j:zjiczlorr&e)r <5 mm/5 min al menos 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°: ndmero, TNUmero de focos/4 mm? de tejido, FSNE: Flujo salival no estimulado, %:
porcentaje, DE: desviacién estandar., ANA: antinuclear antibodies, ESSDAI: EULAR Sjogren
syndrome disease activity index; EULAR, European League against Rheumatism [72]

Obtencion de glandulas salivales labiales

Las GSL se obtuvieron mediante la técnica operatoria descrita por Daniels [73]. Bajo anestesia local
infiltrativa se realizé una incisién de 1,5 a 2 cm de longitud en la cara interna del labio inferior paralelo al borde
bermelldn y lateral a la linea media. Luego se llevd a cabo la diseccién roma de los margenes de la incisidn y se
extrajeron las GSL. Finalmente, los bordes se suturaron con seda 4-0, la cual se retiré al cabo de 5-7 dias.
Inmediatamente después de la extraccion se realizd el procesamiento de las biopsias para sus analisis
posteriores, bajo estrictas condiciones libres de RNAsas. Aquellas glandulas que se utilizaron para el
diagnodstico se fijaron durante 6 h en solucion fijadora de Bouin, mientras que aquellas utilizadas para
inmunofluorescencia se fijaron por 6 h en paraformaldehido al 1% p/v. Ambas fueron fijadas a temperatura
ambiente y posteriormente incluidas en parafina (Histosec, Merck). Las glandulas utilizadas para las
determinaciones de los niveles de RNAs/miRNAs y proteinas se congelaron en N; liquido y se almacenaron a -

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

En este trabajo se emplearon células derivadas de glandula 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 glandula submandibular humana irradiada [74]. Las células se cultivaron a 37 °Cy 5 % CO; en medio de
cultivo DMEM F-12 suplementado con 5% v/v de suero fetal bovino (SFB), penicilina 100 U/mL y estreptomicina
100 pg/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 suspension 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 agregd 1 o 2 mL de DMEM-F12 5 % SBF, y se
incubaron a 37 °C, 5 % CO, durante 24 h. Posteriormente el medio fue reemplazado por DMEM-F12 sin sueroy

sometido a las diferentes condiciones experimentales.
Estimulacion de células HSG con IFN-a e IFN-B

Para evaluar el efecto de los IFNs | en los niveles del hsa-miR-145-5p y los blancos de este miRNA se
estimularon células HSG con IFN-a humano recombinante (BioLegend, CA, EEUU) o IFN-B 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-a o IFN-B
preparados en medio DMEM F12 sin suero, por 24 h. Posteriormente, las células se lisaron para extraer RNAs

totales o proteinas segun el protocolo descrito mas 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 proteina de sus
blancos, se transfectaron células HSG con un imitador comercial (mimic) o inhibidor comercial (inhibitor) del
miRNA. Los mimic corresponden a moléculas pequefias de RNA de doble hebra, quimicamente modificadas y
disefiadas para imitar miRNAs endégenos maduros, generando la disminucidn de sus blancos. Por otra parte,
los inhibitor corresponden a moléculas de RNA de hebra simple, quimicamente modificadas y disefiadas para
unirse al mMiRNA maduro e inducir su degradacidon, 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 transfectd 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

24



inhibitor comerciales (mirVana™ miRNAs mimic o inhibitor, Ambion, TX, EEUU), cuyas secuencias no se dirigen
a ningun gen humano. Para esto se incubaron los mimic, inhibitor o controles negativos con el reactivo de
transfeccion HiPerFect (Qiagen, Hilden, Alemania), durante 10 min a temperatura ambiente en medio DMEM-
F12 sin suero . HiPerFect (Qiagen, Hilden, Alemania) esta desarrollado en base a lipidos catidnicos y neutros
para la transfeccion de RNAs pequeios. Paralelamente, las células se lavaron con PBS 1X y se dejaron con
medio DMEM-F12 sin suero. Se agregd la mezcla de transfeccién por goteo y luego, se realizaron suaves
movimientos envolventes a la placa. Luego de 3, 6, 9 6 24 h de transfeccién se realizd la lisis de las células HSG
utilizando QlAzol (Qiagen, Hilden, Alemania) para extraer RNAs totales o tampdon RIPA con inhibidores de

proteasas para extraer de proteinas.
Silenciamiento de ADAR1p150

Para evaluar el rol de la isoforma inducible por IFNs | de ADAR1 (ADAR1p150) en los niveles del hsa-
miR-145-5p y de los blancos de este miRNA, se utilizd un siRNA Silencer® Select Designed siRNA (Ambion, CA,
EEUU) dirigido especificamente contra esta isoforma (Secuencia: Sense strand (5'->3'):
GCCUCGCGGGCGCAAUGAATT; Antisense (5'->3') UUCAUUGCGCCCGCGAGGCAT) en células HSG que se
estimularon con IFN-a o IFN-B. 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 prepard una mezcla de transfecciéon con 5 o 10 nM del siRNA ADAR1p150 o siRNA control cuya
secuencia no esta dirigida contra ningun transcrito humano y HiPerFect (Qiagen, Hilden, Alemania). La mezcla
se incubd durante 10 min a temperatura ambiente en medio DMEM-F12 sin suero. Transcurrido este tiempo,
se agrego la mezcla de transfeccidn por goteo a cada pocillo, se realizaron suaves movimientos envolventes a la
placa y se incubd por 24 h. Posteriormente, las células HSG se estimularon con 10 ng/mL de IFN-a (BioLegend,
CA, EEUU) o IFN-B (RyD, Mn, EEUU) preparadas en medio DMEM-F12 sin suero por 24 h. Finalmente, las células

se lisaron utilizando QlAzol (Qiagen, Hilden, Alemania) para extraer RNAs totales.
Extraccidn de RNA total

Tanto para la deteccién de RNAs mensajeros de los genes de interés como para la deteccion de los
niveles del hsa-miR-145-5p y su precursor pri-miR-145 se utilizaron extractos de RNAs totales obtenidos desde
una misma glandula o pocillo de cultivo celular. Para esto se utilizé el método de extraccidn organica y
purificacion de RNA mediante una columna de silica-gel miRNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania), que
permite la retencion de RNAs pequeiios (en un rango de 18 a 200 nucledtidos). En el caso de la extraccién
desde GSL, se pulverizaron utilizando N liquido y ejerciendo presién con un pistilo sobre un mortero de

porcelana. Posteriormente, se agregaron a la muestra 700 pL del reactivo de lisis (fenol y tiocianato de
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guanidinio) (QlAzol, Qiagen, Hilden, Alemania) y se continué con la disgregacion del tejido en el mortero y se
homogenizé 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 uL de QlAzol. 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 disociacién de
complejos nucleoproteicos. Posteriormente se agregaron 140 pL de cloroformo en el caso de GSLy 60 L en el
caso de células HSG, se agitd la mezcla vigorosamente y se incubaron a temperatura ambiente por 3 min. El
volumen resultante se centrifugé a 10.500 rpm por 15 min y 4 °C (centrifuga Hettich 32R, rotor 9.7 cms). La
fase acuosa superior, que contiene los RNAs, se transfirié a un tubo con etanol 100% y esta mezcla se depositd
en columnas miRNeasy y se centrifugd durante 15 s a 12.000 rpm. El RNA unido a la membrana de silica se lavd
para eliminar los residuos de fenol y otros contaminantes con tampdn RWT (tampdn de lavado de composicidn
confidencial, con isopropanol y tiocianato de guanidinio como principales componentes, miRNeasy mini kit,
Qiagen, Hilden, Alemania) y se centrifugd durante 15 s a 12.000 rpm. Para eliminar una posible contaminacién
con DNA gendmico, se realizd un tratamiento con DNAsa |, para lo cual se agregd al centro de las columnas 80
uL de una mezcla de digestion compuesta por 10 puL de DNAsa | y 70 uL de tampdn RDD (presente en el set de
DNAsa |, Qiagen, Hilden, Alemania). Después de 45 min de incubacién a temperatura ambiente, se lavé la
membrana con tampdon RWT y se centrifugd durante 15 s a 12.000 rpm. Luego se realizaron dos lavados
consecutivos con tampdén RPE (tampdn de lavado de composicidon confidencial, con etanol como principal
componente miRNeasy mini kit, Qiagen, Hilden, Alemania) y se centrifugd a 12.000 rpm durante 15 s cada vez.
Finalmente, el RNA total se eluyd con 20 plL de agua libre de nucleasas. La concentracidn y pureza del RNA se
determiné midiendo la absorbancia de cada muestra (dilucién 1:200) a 260 y 280 nm y calculando la relacién
260/280. Todas las muestras que se utilizaron presentaron una relacién de 1,8 a 2,0. La concentracion de RNA

se determiné empleando la siguiente formula: [RNA]= 200 (factor de dilucion) x (Abs. a 260 nm) x 40 (pg/mL).
Determinacion de los niveles de expresion del hsa-miR-145-5p a través de ensayo Tagman

Para determinar los niveles del hsa-miR-145-5p se realizé un ensayo de Tagman especifico para
miRNAs. Esta tecnologia involucra la retro-transcripcién (RT) especifica 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 especifica
para asi retro-transcribirla. Posteriormente, esta molécula es amplificada y detectada especificamente a través

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

Para la reaccion de RT se utilizd el kit de transcripcion reversa Tagman™ MicroRNA (Applied
Biosystems, MA, EEUU). Se prepard una mezcla que incluyé 200 ng de RNA total, 1,5 puL de tampdn RT 10X, 1 uL
de transcriptasa reversa Multiscribe 50 U/uL, 0,15 uL dNTPs 100 mM, 0,19 pL de inhibidor de RNAsas 20 U/ulL
y 4,16 pL de agua libre de nucleasas, ademds de 3 uL de sonda comercial stem-loop RT-especifica para el hsa-
miR-145-5p. La misma reaccién se realizd de manera paralela para la RT del gen housekeeping U48, utilizando
una sonda comercial especifica 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 expresion del hsa-miR-145-5p se utilizaron sondas de hidrdlisis
comerciales especificas para la deteccion de hsa-miR-145-5p maduro o U48 de Tagman™ MicroRNA Assays
(Applied Biosystems, MA, EEUU) y Universal Master Mix Il, no UNG (Applied Biosystems, MA, EEUU). Se
prepard una mezcla de 6 puL de Universal Master Mix Il, 1,33 pL de cDNA de miRNAs preparado en la RT-
especifica, 1 uL de sonda de hidrolisis y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 20 puL. La
mezcla se incubd 30 s a 25 °C, luego se calentd 10 min a 95 °C para activar la enzima, para finalmente
someterla a 40 ciclos alternados de 15 s a 95 °C de desnaturalizaciony 1 min a 60 °C para el apareamiento y
elongacion de los partidores. Como control negativo se utilizé una reaccion sin templado. Los niveles de miRNA
se normalizaron a los niveles del gen housekeeping U48 y para el calculo de los niveles de expresién relativa se

utilizé el modelo calibrado por eficiencia [75].
Determinacion de los niveles de expresion del pri-miR-145 a través de ensayo Tagman

Para la deteccidn de los niveles de pri-miR-145 se sintetizé cDNA a través de un kit optimizado para la
retro-transcripcion de transcritos largos, con estructuras secundarias y de bajo nivel de expresion.
Posteriormente el pri-miR-145 fue amplificado y detectado mediante el uso de sondas de hidrdlisis comerciales
Tagman™ especificas. A pesar de que los pri-miRNA no se han mapeado de manera exhaustiva, esta tecnologia
permite detectar este precursor de manera especifica debido al uso partidores de amplificacién y sondas de
deteccion que sean complementarias a alguna secuencia lo mas 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 versién mas reciente del genoma humano y el disefio de partidores de
amplificacion y deteccién para secuencias que se encuentren dentro de los 500 pb que flanquean

inmediatamente ambos lados del stem-loop. La deteccidn 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-transcripcion del pri-miRNA

Para la reaccién de RT se utilizé el kit de transcripcion reversa AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit
(Agilent Technologies, CA, EEUU). Se prepard una mezcla que incluyé 1 pg de RNA total, 10 plL de First strand
master mix 2X, 1 uL de la mezcla que contiene la enzima AffinityScript RT e inhibidor de RNAsa, 1,7 uL de
partidores oligo(dT) (0.1 pg/uL), 0,3 plL de partidores al azar (0.1 pg/uL) y agua libre de nucleasas para llevar la
mezcla a 20 pL. Esta mezcla se incubd 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 expresion del pri-miR-145 se utilizaron sondas de hidrdlisis especificas
para la deteccidn de pri-miR-145 o h18S de Tagman™ Pri-miRNA Assays (Applied Biosystems, MA, EEUU) y
Universal Master Mix Il, no UNG (Applied Biosystems, MA, EEUU). Se prepard una mezcla de 10 uL de Universal
Master Mix I, 1 pL de sonda de hidrdlisis comercial dirigida contra el pri-miR-145 o h18S, 4 uL de cDNA
obtenido en el paso anterior a dilucidn 1/4 y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 20 pL. La
mezcla se incubd 30 s a 25 °C, luego se calentd 10 min a 95 °C para activar la enzima, para finalmente
someterla a 52 ciclos alternados de 15 s a 95 °C de desnaturalizacion y 1 min a 60 °C para el apareamiento y
elongacion de los partidores. Como control negativo se utilizé una reaccidn sin templado. Los niveles de pri-
miRNA se normalizaron a los niveles del gen housekeeping h18S y para el cdlculo de los niveles de expresidn

relativa se utilizé el modelo calibrado por eficiencia [75].
Determinacion de los niveles relativos de transcritos mediante RT-qPCR
Sintesis de cDNA

Para el estudio de los niveles de transcrito de los genes incluidos en este trabajo se utilizd cDNA
sintetizado a partir de 1 pg de RNA total, el cual se mezclé con 1 pL de inhibidor de RNAsa RNaseOUT
(Invitrogen, Massachusetts, EEUU), 0,5 pL de partidores oligo (dT), 0,5 uL de partidores al azar (Promega, MDN,
EEUU) y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen final de reaccién de 12 pL. Esta solucion se
calentd a 70 °C por 10 min. Consecutivamente, se agregaron 4 uL de tampdn 5X (Tris-HCI 250 mM, pH 8,3, KCI
3,75 mM, MgCl2 15 mM), 2 uL de DTT 0,1 My 1 pL de dNTPs 10 mM y la mezcla se calentd a 42 °C por 2 min.
Se agrego 1 pl de la enzima Super Script Il (200U, Invitrogen, Massachusetts, EEUU) y se incubd a 42 °C durante

60 min para finalizar con una incubacién a 70 °C por 15 min.
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Disefio de partidores especificos

Para las reacciones de PCR en tiempo real se disefiaron partidores para los genes MUC1, TLR4, IFN-a,
IFN-B, 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
disefiaron los partidores utilizando el programa AmplifX 2.1. (Instituto Jean Roche, Francia) considerando que
estos fueran especificos, que no formaran estructuras secundarias ni dimeros de partidores. Todos los
partidores disefiados 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

NM_001204290.1 NM_001204294.1

NM_001044393.2 NM_001044390.2

NM_001044391.2 NM_001018017.2
NM_001204293.1 NM_002456.5

MUC1 NM_001204285.1 NM_001204289.1 F: 5-GCCACTTCTGCCAACTTGTA-3’
NM_001204291.1 NM_001204292.1 R: 5’-TGAGCTTCCACACACTGAGA-3’
NM_001204296.1 NM_001044392.2
NM_001204295.1 NM_001204288.1
NM_001018016.2 NM_001204297.1
NM_001204287.1 NM_001204286.1

TLRA NM_003266.4 NM_138554.5 F: 5-TTATTCCCGGTGTGGCCATT-3’

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

NM_024013.3 NM_002172.3
NM_000605.4 NM_006900.4
NM_021068.3 NM_002171.2
IFN-a 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’

F: 5’-TCTAGCACTGGCTGGAATGAGACT-3'
R: 5’-TGGCCTTCAGGTAATGCAGAATCC-3’

NM_001144925.2 NM_001178046.3 F: 5’- ACATCCAGAGGCAGGAGACAATCA -3’
NM_001282920.1 NM_002462.5 R: 5’- CACGTCCACAACCTTGTCTTCAGT-3’

IFN-B NM_002176.4

MX1
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NM_001270927.2 NM_001270928.2 F: 5 AAGAGCCTGCTTTTGGTTGCTG

IFIT1 NM_001270929.2 NM_001270930.2 o ,
NM_001548.5 R: 5'- AGACGGTTGGTTTTGCCATTGC -3
IF144 NM_006417.5 F: 5'-AAGGGGTCATTGAGCTCAGGAAGA-3

R: 5’- TGATGCGTTACATGCCCTTGGA-3’

NM_001375646.1 NM_001375648.1
IF144L NM_001375647.1 NM_001375649.1
NM_001375650.1 NM_006820.4

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

F: 5’- TTCGGCTCTGTGACAGTCTACCAT -3’

IFITM1 NM_003641.5 R: 5’- ACACTGTAGACAGGTGTGTGGGTA -3’
F: 5’- CAATGGCAAGTTTGTGACCTCCAAG -3’
FSCNI NM_003088.4 R: 5’- CATCGTTGAACTCCAGCTGGAAGA -3’
F: 5’-TTTCCGGTTAGCCTTCGGG-3’
METTL3 NM_019852.5 R: 5-CTGCCTCTGGATTCCGTAGATC-3’
F: 5-TCTACTGAGGAAAGCTATGAGG-3’
METTL14 NM_020961.4 R: 5’-CTATTTAACACGGCACCAATG-3’
ALKBHS NM_017758.4 F: 5'-GGGTGCACCAGCTGGTGATCCAAAA-3

R: 5’-ACCGGCAGGGAAAGCACTGGTTC-3’

NM_001080432.3 NM_001363891.1
NM_001363894.1 NM_001363896.1
NM_001363898.1 NM_001363899.1 F: 5'-CTTGAAGACACTTGGCTCCCT-3’
NM_001363900.1 NM_001363901.1 R: 5’-ATACACTGCTGGCTTCTCGG-3’
NM_001363903.1 NM_001363905.1
NM_001363988.1 NM_001363897.1

FTO

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

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

ADAR10150 NM_015840.4 NM_015841.4 F: 5-CGGGCGCAATGAATCC-3’
P NM_001365045.1 NM_001111.5 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
uL del 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCRMix Plus, 0,4 uL de cada partidor (200 nM concentracion final), 13,2 pL
de agua libre de nucleasas y 2 puL de cDNA a dilucién 1/20. Se utilizé un control negativo sin templado. Se
empled un protocolo con 15 min a 95 °C para activar la enzima y 40 ciclos consecutivos y alternados de

desnaturalizacion a 95 °C por 15 s, 60 °C por 15 s para el apareamiento de los partidoresy 72 °C por 15 s para la
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elongacion. Para evaluar la especificidad de los amplicones obtenidos se realizé una curva de disociacidén al
final de la reaccidon de PCR. Para esto, se agregd 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 realizé 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 disociacidon 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 Unico maximo,
que es especifico para cada producto génico. Adicionalmente, estos productos de Tm Unica fueron analizados a
través de electroforesis en gel de agarosa al 2% p/v en tampdn TAE 1X (tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH
8,0). Las muestras se prepararon mezclando 5 pL del producto de PCR y 1 uL de colorante para carga de DNA
en geles 6X (Thermo Fisher Scientific, OR, EEUU). Luego se realizo la separacion electroforética a 110 V por 40
min, con tampodn de corrida TAE 1X. Los geles se fotografiaron en un transiluminador UV (FBTIV-816 Fisher
Scientific), empleando una cdmara Nikon coolpix 4300 y se verifico la presencia de una banda Unica en el peso
esperado senalado por el software AmplifX 2.1 durante el diseiio de partidores. Los valores de Ct se obtuvieron
con el programa AriaMx 1.71 (AgilentTechnologies, CA, EEUU). La razén de expresion relativa de un gen blanco

se expresd en comparacién a h18S usando el modelo calibrado por eficiencia [75].
Calculo de puntaje de IFNs |

Para determinar la activacién de la via de IFNs | en GSL de pacientes con SS e individuos controles se
calculd el puntaje de IFNs I, el cual corresponde a la suma de los niveles de expresion estandarizada de un set
de ISGs [77, 78]. Para esto se utilizé el nivel de expresion relativa promedio y desviacidn estandar (DE) de cada
ISG (MX1, IFI44L, IFI44, IFIT1, IFITM1) en el grupo control para estandarizar los niveles de expresion relativa de
cada ISG en cada individuo (pacientes con SS y controles). Los niveles de expresion estandarizados para cada
ISG se suman para cada individuo, generdndose una puntuacion de IFNs | por individuo. De esta forma el
puntaje obtenido corresponde a la suma de los niveles expresion estandarizada de cada ISG para ese individuo.
Este calculo se resume en la siguiente férmula, en dénde i = cada uno de los ISG, iss=niveles de expresion de

cada ISG en cada paciente con SSy i«= niveles de expresidén de cada ISG en individuos controles:

5
2 _  Geni, — Promedio Gen i,

DE (Gen ig,,)
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Determinacion de los niveles relativos de proteina mediante Western Blot
Extraccion de proteinas

Se extrajeron proteinas a partir de GSL de pacientes con SS, individuos controles y de células HSG. Las
GSL de un peso humedo de aproximadamente 10 mg se pulverizaron usando N3 liquido con la ayuda de un
pistilo y mortero de porcelana. La muestra se homogeneizé con 350-500 pL de tampdn de extraccion de
proteinas que contiene RIPA (Tris-HCl 50 mM, Triton X-100 1%, NaCl 150 mM, SDS 0,1%, EDTA 5 mM,
Deoxicolato de sodio 1%, pH 7,4), cictel de inhibidores de proteasas (cOmplete™ Mini Roche), fosfatasas
(Phostop, Roche) y fluoruro de sodio 100 nM. Luego se continud la disgregacién en un homogeneizador
vidrio-vidrio. La suspension obtenida se succiond 5 veces con una jeringa de tuberculina de 1 mLy se sometid a
3 ciclos de congelamiento/descongelamiento de 5 min cada uno. Para la extraccién de proteinas de células
HSG, las células se lavaron con PBS 1X y luego se les agregd tampdn de lisis de proteinas 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 utilizé para cuantificar las proteinas utilizando el método del acido bicinconinico (BCA).
Para esto, se realizaron diluciones del extracto de proteinas que se incubaron con el reactivo de BCA en
dilucién 1/8, durante 30 min a 37 °C. Luego, se midid la absorbancia de la muestra a 562 nm en un lector de
microplacas (ELX800, BioTek, Winooski, VT, EEUU). La curva de calibracidon de concentraciones conocidas de
proteinas se realizd utilizando albdmina de suero bovino (BSA) 1000 pg/mL. Las concentraciones de las
muestras extraidas se determinaron utilizando la ecuacion de la recta que se obtuvo en la curva de calibracién

de BSA.
Electroforesis SDS-PAGE y Western blot

Las proteinas extraidas desde las muestras de interés se separaron de acuerdo con sus pesos
moleculares mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). 20 ug de
proteina en el caso de GSL, y 10 ug de proteina en el caso de células HSG se diluyeron en relaciéon 1:1 con
tampon de carga 2X (Tris-HCl 125 mM, SDS 4,6% p/v, glycerol 20% v/v, azul de bromofenol 0,02%, B-
mercaptoetanol 5% v/v, pH 6,8) y calentaron a 95 °C durante 10 min. La separacion electroforética se realizé en
geles de poliacrilamida al 8% en tampdn 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 alcanzo el gel separador, y luego, la separacion de
las proteinas se realizd aplicando voltaje constante de 100 V. Las proteinas separadas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (0,45 um), usando tampdn de transferencia (Tris-HCI 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 tifieron con rojo Ponceau al 5% durante 10
min a temperatura ambiente y agitacién lenta. Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en
tampdn TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1% v/v, pH 7,4) durante 1 h a temperatura ambiente
y agitacion 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 rdbano picante (HRP) durante 1 h a
temperatura ambiente y agitacidon 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 determind por densitometria utilizando el software Image Studio Digits

(LI-COR Ing, Lincoln, NE, EEUU). Los niveles de proteinas se normalizaron en relacion con los niveles de B-actina.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para Western Blot e inmunofluorescencia

Anticuerpos . , Incubacién
. . Origen Inmunégeno Empresa Sl .. o
primarios Dilucién, tiempo, t

WB GSL: 1:10, 20 h, 4 °C

Anti-MUC1 (M8), WB células HSG: 1:500, 20 h, 4 °C

Ratén Epitope DTR del dominio glicosilado de Dr. Dallas

monoclonal, IgG1 MUC1 Swallow IF GSL: directo, 22 h, 4 °C
WB GSL: 1:500, 20 h, 4 °C
Anti-TLR4, policlonal Péptido sintéti i | o
nt . 20 1clonal - conejo a‘::i:gzcsi:j”;::;‘;fgoggejepﬁzgfEzer:a:j Proteintech  WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C
g IF GSL: 1:100, 22 h, 4 °C
. Péptido sintético correspondiente a los WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C
Anti-METTL3 (D2I . . L, . . ,
n:rl'nonoclo:a(l | 20), Conejo residuos que rodean al aminoacido Cell Signaling  WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C
a Leu297 de la proteina METTL3 humana IF GSL: 1:150, 22 h, 4 °C
Anti-METTL14 Péptido sintético correspondiente a los WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C
(D8K8W), Conejo residuos que rodean al aminoacido Cell Signaling  WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C
monoclonal, I1gG Pro130 de la proteina METTL14 humana IF GSL: 1:150, 22 h, 4 °C
. Péptido sintético correspondiente a los WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C
Anti-ALKBH5 (E5Y7C . ) . . . ,
nnlwnoclona(l oG ) Conejo residuos que rodean al aminoacido Cell Signaling  WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C
'8 Gly142 de la proteina ALKBH5 humana IF GSL: 1:200, 22 h,4 °C
. Péptido sintético correspondiente a los WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C
- D6z
Arr;t;:lglcfn:l ?Vé)’ Conejo residuos que rodean al aminoacido Cell Signaling  WB células HSG: 1:5000, 20 h, 4 °C
'8 Leu464 de la proteina FTO humana IF GSL: 1:200, 22 h, 4 °C
Anti-hnRNPA2B1
(222), monoclonal Raton Proteina hnRNP B1 humana Cell Signaling WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C
! lgG1 ’ WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C
. . . WB GSL: 1:1000, 20 h, 4 °C
Anti-ADAR1 (15.8.6), Ratn Residuos 440-826 de ADAR1 de origen Santa Cruz WB células HSG: 1:1000, 20 h, 4 °C
monoclonal, 1gG1 humano

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

WB GSLs: 1:10000, 2 h, TA

Raton Péptido N-terminal B-actina Invitrogen WB Células HSG: 1:10000, 2 h, TA

Anticuerpos

R Origen Empresa Incubacidn Dilucién, tiempo, t°
Secundarios & P ! PO,

Anti-IgG (H+L) conejo WB GSL: 1:10000, 1 h, TA

conjugado a HRP Cabra Thermo Scientific WB Células HSG: 1:10000, 1 h, TA
Anti-lgG (H+L) ratén N WB GSL: 1:10000, 1 h, TA

conjugado a HRP Cabra Thermo Scientific WB Células HSG: 1:10000, 1 h, TA
Anti-IgG (H+L) conejo N 4.

Alexa Fluor 488 ™ Cabra Thermo Scientific IF GSL: 1:200, 1 h, TA
Anti-IgG (H+L)ratén .\ Thermo Scientific IF GSL: 1:200, 1 h, TA

Alexa Fluor 488 ™

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

Inmunofluorescencia

Para la deteccién de la localizacion de MUC1, TLR4, METTL3, METTL14, FTO, ALKBH5 y ADAR1 se
realizaron inmunofluorescencias (IF) en cortes de 4 um de GSL fijadas con paraformaldehido al 1 % p/v durante
6 h e incluidas en parafina. Los cortes fueron desparafinados, rehidratados y posteriormente se realizd una
recuperacion de la reactividad antigénica en tampén citrato 0,01 M, pH 6, en vaporera a 92 °C durante 25 min.
Luego se realizé el bloqueo de las interacciones inespecificas con caseina 0,25 % p/v durante 1 hora y se incubd
con los anticuerpos primarios en las diluciones que se sefialan en la Tabla 4 durante 22 h a 4 °C. Los cortes
fueron lavados con PBS y posteriormente incubados con anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos
AlexaFluor 488 (Invitrogen), en diluciéon 1:200 durante 1 h a temperatura ambiente y con Hoechst 33342
(Thermo Fisher Scientific, OR, EEUU) diluido 1:1000 para la tincidon nuclear. El montaje de los preparados se
realizd 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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Obtencion de microfotografias

Para obtener las fotografias de las IF se utilizd el microscopio confocal C2 (Nikon, Tokyo, Japan) se
obtuvieron imagenes representativas con objetivos 20X, 40X y 40X mds aumento digital de 3X de cada GSL de 4
pacientes con SS y 3 individuos controles. Para cada proteina analizada se mantuvieron las condiciones de

luminosidad (potencia del laser y sensibilidad del detector) y apertura del pinhole.
Analisis estadistico

Para el calculo del tamano muestral se planted una hipdtesis estadistica de diferencia de medias
unilateral. Con esta hipdtesis se compard la media entre los grupos en estudio. Es unilateral debido a que se
considera la posibilidad de observar diferencias entre las variables en un sélo sentido. Dicho calculo se realizé
utilizando el programa OriginPro 8 SRO (Northampton, MA, EEUU), considerando una potencia de 80% y un
error alfa=0,05. Considerando estas variables el tamafio muestral obtenido fue igual a 6 (6 pacientes con SSy 6

controles).

Los andlisis 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 distribucién normal. Los analisis de correlacidn se realizaron utilizando la
prueba de correlacién de Spearman entre los niveles de miRNAs, de transcritos y proteinas de las moléculas
analizadas en esta tesis y los parametros clinicos. En ambos casos, se considerd el tipo de variable y la
normalidad de los datos antes de aplicar la prueba estadistica. Este analisis se realizé utilizando el programa
GraphPadPrism, versiéon 6.0. Los valores de p menores a 0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS

Objetivo especifico 1: Evaluar el rol del hsa-miR-145-5p en la regulacion de los niveles de MUC1 y TLR4 en GS
de pacientes con SS y células HSG.

Para determinar los niveles de expresiéon de hsa-miR-145-5p se realizaron ensayos TagMan™ para la
deteccién especifica de miRNAs maduros en extractos de RNA total de GSL de 9 pacientes con SS y 6 individuos
controles. Estos ensayos involucran la retro-transcripciéon (RT) especifica del hsa-miR-145-5p a través
partidores de RT de tipo stem-loop y la posterior amplificaciéon y deteccién especifica del miRNA a través de
sondas de hidrdlisis de secuencia complementaria al hsa-miR-145-5p maduro. Los resultados evidenciaron una
disminucién 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 prediccidon de blancos de miRNAs mirDIP 4.1 [79], que utiliza
la informacion proveniente de 30 bases de datos distintas, se encontré6 que MUC1 y TLR4 son blancos
predichos del hsa-miR-145-5p. Esta plataforma asigna a cada interaccién miRNA-blanco predicha un puntaje
integrado deducido estadisticamente de la informacion obtenida de las distintas fuentes independientes,
proporcionando de esta forma una medida unificada de confianza que ademds permite clasificar la interaccidn
predicha en categorias de baja, mediana, alta o muy alta confianza [79]. A través de esta metodologia, MUC1
es un blanco potencial del hsa-miR-145-5p de mediana confianza predicho en 9 algoritmos bioinformaticos
independientes. TLR4 es un blanco potencial del hsa-miR-145-5p de alta confianza y es predicho por 10

algoritmos bioinformaticos.

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 proteina 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 relacién con
los 6 individuos controles. En la poblacidn 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. Andlisis de correlacién 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 estadisticamente significativo.

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

(Figura 4A-C), no se encontraron cambios estadisticamente significativos.
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Figura 4. Niveles de proteina de MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imagenes representativas de
Western Blots de MUCL1 (A) y TLR4 (B) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (C) Cuantificacion de los niveles proteicos de
MUCI1 (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 estadisticamente significativo.

A pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con SS e
individuos controles para los niveles proteicos de MUC1, la deteccidn a través de inmunofluorescencia de esta
mucina reveld diferencias tanto en la distribucién como en la intensidad de la sefial. Como se observa en la
Figura 5, solo los acinos serosos presentan sefial inmunofluorescente, la cual se distribuye en la regién apical
en acinos de individuos controles (Figura 5A), y en la region basolateral en acinos de pacientes con SS (Figura

5B)
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CONTROL PACIENTE SS

MUC1/Nucleo

Figura 5. Localizacion de MUC1 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imagenes representativas de la deteccidn por
inmunofluorescencia de MUC1 en GSL de individuos controles (A) y pacientes con SS (B). A’ y B’ imagenes de aumento mayor de los
acinos delimitados por un cuadrado de lineas entrecortadas en A y B. Los limites de acinos estan delimitados con lineas entrecortadas
en A’y B’. s: acino de tipo seroso, m: acino de tipo mucoso.

De manera similar, a pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas en los niveles
proteicos de TLR4 entre pacientes con SS e individuos controles, si se observd una mayor intensidad de
inmunofluorescencia en GSL de pacientes con SS. En individuos controles, TLR4 se distribuyd principalmente de
manera basal en las células acinares (Figura 6A), mientras que en pacientes con SS esta marca se observo en la
regidon basolateral y con mayor intensidad (Figura 6B-C). Estos resultados en conjunto sugieren una posible
asociacién 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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CONTROL PACIENTE SS

TLR4/Nucleo

Figura 6. Localizacion de TLR4 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imagenes representativas de la deteccidon por
inmunofluorescencia de TLR4 en GSL de individuos controles (A) y pacientes con SS (B-C). A’-C’ imagenes de aumento mayor de los
acinos delimitados por un cuadrado de lineas entrecortadas en A-C. Los limites de acinos estan delimitados con lineas entrecortadas en
A’-C'. a: acino, ci: células inflamatorias.

Para determinar si el hsa-miR-145-5p regula los niveles de transcrito y proteina 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 proteina 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 transfeccion (3, 6, 9, 18 y 24 h). Posterior a las transfecciones, se evaluaron los niveles de hsa-miR-
145-5p a través de ensayos Tagman para corroborar el aumento o la disminucién 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 transfeccidn con
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100 nM del inhibitor por 24 h provocd una disminucién significativa de los niveles de hsa-miR-145-p (p=0,0143)

(Figura 7B) en relacién con la condicidn control (solo reactivo de transfeccion HiPerFect).

Con el propdsito de evaluar la especificidad de estos ensayos funcionales, se realizaron transfecciones
utilizando controles negativos universales, comercialmente disponibles y cuyas secuencias estdn disefiadas
para no dirigirse a ningln 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 TagMan. 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 variacion 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-
gPCR 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 segun base de datos TarBase v8 [80], cuyo ranking se basa en la robustez de los
experimentos que respaldan la interaccidn, priorizando los ensayos de interaccidon con genes reporteros [80].
La transfeccion de células HSG con 100 nM de mimic por 24 h disminuyé significativamente los niveles de
transcrito de FSCN1 (p=0,0001) (Figura 7D), mientras que el efecto contrario se observé al transfectar 100 nM
de inhibitor en iguales condiciones (p=0,0004) (Figura 7D). Estos resultados permitieron comprobar la

efectividad del ensayo funcional.
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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. Condicidn control solo
tratada con reactivo de transfeccion (HiPerfect). Datos representativos de 3 mediciones independientes de 4 experimentos

independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente 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 mas significativos al analizar la curva de
concentracién y tiempo mencionada en la seccién materiales y métodos y resultados. Estos corresponden a
transfeccion con 100 nM de mimic e inhibitor para la evaluacién de los niveles de transcrito y 30 nM de mimic e
inhibitor para la determinacién de los niveles proteicos. De manera similar a lo ocurrido con FSCN1, aunque en
menor proporcion, la transfeccién de 100 nM de mimic por 24 h disminuyé de manera significativa los niveles
de transcrito de MUC1 (p=0,0004) (Figura 8A). Por el contrario, la transfecciéon de las mismas concentraciones
de inhibitor por 24 h generd 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 proteina de MUC1 a través de Western Blot, se
encontré que la transfecciéon de células HSG con 30 nM de mimic por 24 h provocd una disminucién
significativa de los niveles de proteina de MUC1 (p=0,0079) (Figura 8B-C), y el efecto contrario se observé al
transfectar el inhibitor en las mismas condiciones (p=0,0286) (Figura 8B-C). Estos resultados sugieren que los

niveles de transcrito y proteina de MUC1 podrian estar regulados por los niveles de hsa-miR-145-5p.
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Figura 8. Niveles de transcrito y proteina 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) Cuantificacion 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. Condicidn control solo tratada con reactivo de transfeccidon (HiPerfect). Datos representativos de 3 mediciones
independientes de 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. H: HiPerFect, M: mimic, I:
Inhibitor.

Paralelamente, a través de RT-gPCR se encontré una disminucién 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 observd 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 proteina de TLR4 al transfectar 30 nM

de mimic por 24 h (p=0,0045) (Figura 9B-C), y el efecto opuesto se observd 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 proteina

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

TLR4 B
TLR4

N
5
)

Ing
o
ri

kba H M |
2.0 96> = % <TLR4

1.5 47> . o < B-actina
g *
1.01 é *

HiPerFect Mimic Inhibitor

=
5
)

g
[=]
1

F =

proteina TLR4/B-actina
<)
v

o
o

o
=)

Niveles de expresion relativa >
transcrito TLR4/h18S
Niveles de expresion relativa

HiPerFect Mimic Inhibitor

Figura 9. Niveles de transcrito y proteina 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) Imagenes representativas de
Western Blots de TLR4 en células HSG transfectadas por 24 h con 30 nM de mimic o inhibitor. (C) Cuantificacion de los niveles proteicos
de TLR4 en células HSG transfectadas por 24 h con 30 nM de mimic o inhibitor. Condicién control solo tratada con reactivo de
transfeccion (HiPerfect). Datos representativos de 3 mediciones independientes de 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue
considerado estadisticamente 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 regulacion 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 especifico 2: Evaluar el rol de IFNs | 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 podrian llevar a la disminucién del hsa-miR-145-5p, se determinaron
a través de RT-gPCR los niveles de transcrito de IFN-a e IFN-B en GSL de 9 pacientes con SS y 6 individuos
controles y se evalud su posible asociaciéon con los niveles del hsa-miR-145-5p. Si bien no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de transcrito de IFN-a entre ambos grupos (p=0,2454) (Figura 10A), se
observé un aumento significativo de los niveles de transcrito de IFN-B en GSL de pacientes con SS (p=0,0014)
(Figura 10A). Ademas, los niveles del hsa-miR-145-5p no correlacionaron de manera significativa con los niveles
de IFN-a (R=-0,3451; p=0,1135) (Figura 10B), pero si se observo una correlacion inversa y significativa entre los
niveles de IFN-B y los niveles del hsa-miR-145-5p (R=-0,5000; p=0,03000) (Figura 10C), lo que sugiere una
posible asociacidon entre que niveles elevados de esta citoquina pro-inflamatoria y los niveles disminuidos del

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

A continuacidn, se evalud si las GSL de estos mismos pacientes con SS presentan una sobreactivacion
de la via de IFNs | como consecuencia del aumento observado en los niveles de IFN-B. Para esto, se determind
la presencia de la “IFN signature” a través de la medicidn por RT-gPCR de los niveles de transcrito de 5 ISGs que
habitualmente estan sobrexpresados en tejidos en donde hay sobreactivacion de esta via: IFI44L, IFI44, MX1,
IFIT1 e IFITM1. Mediante la suma de los niveles de expresidn estandarizados de cada ISG para cada individuo,

III

se puede calcular el denominado “puntaje de IFNs I” [41]. Puntajes de IFNs | que se encuentran dos o tres
desviaciones estandar sobre la media del grupo control son indicativos de la presencia de la IFN signature y por
ende de una activacion de la via de IFNs | [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). Ademds, presentaron un puntaje de IFNs | 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. Ademds, los puntajes de IFNs |
correlacionaron de manera inversa y significativa con los niveles de hsa-miR-145-5p (R=-0,7714; p=0,0004)
(Figura 11C), sugiriendo una asociacion entre la activaciéon de esta via y los niveles disminuidos del hsa-miR-

145-5p.
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Figura 11. Niveles de transcrito de ISGs y puntaje de IFNs | 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 | calculado a través
de la suma de los niveles de expresién estandarizados de Mx1, IFIT1, IFITM1, IFI44 e IFI44L para cada individuo. (C) Anadlisis de
correlacion de Spearman entre los niveles de hsa-miR-145-5p y el puntaje de IFNs |. Datos representativos de 4 mediciones
independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.3

Considerando la asociacién observada entre la activacién de la via de IFNs | y la disminucién del hsa-
miR-145-5p, se realizd un andlisis de correlacién de Spearman para evaluar posibles asociaciones con
parametros clinicos de la enfermedad, como serologia positiva de los autoanticuerpos anti-Ro/SSA y anti-
La/SSB, y el grado de infiltracion linfocitica en las GSL, representada como score de foco. Como se observa en la
Tabla 5, se observo una correlacidn positiva y significativa entre la sobreactivacion de la via de IFNs | expresada
a través los puntajes aumentados de IFNs | 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
encontrd una correlacién inversa fuerte y significativa entre la disminucién 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), asi como con el score

de foco (R=-0,807; p=<0,001). Estos resultados, en conjunto con la correlacién inversa entres los puntajes de
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IFNs | y los niveles de hsa-miR-145-5p, sugieren una asociacién entre los parametros clinicos de autoinmunidad

e inflamacidn y la activacion de la via de IFNs I, con la disminucién de los niveles del hsa-miR-145-5p.

Tabla 5. Correlaciones entre niveles de hsa-miR-145-5p, activacién de la via de IFNs | y parametros clinicos

Parametro R p
Ro - hsa-miR-145 -0.819 <0.001
Ro - mRNA IFl44 0.850 <0.001
Ro - mRNA IF144L 0.850 <0.001
Ro - mRNA MX1 0.850 <0.001
Ro - mRNA IFIT1 0.724 0.002
Ro - Puntaje IFN tipo | 0.850 <0.001
La - hsa-miR-145 -0.589 0.021
La - mRNA IFl44 0.655 0.008
La - mRNA IFI44L 0.589 0.021
La - mRNA IFIT1 0.556 0.031
La - Puntaje IFNs | 0.589 0.021
Score de foco - hsa-miR-145 -0.807 <0.001
Score de foco - mRNA IF144 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 | 0.752 0.001

Para determinar si la disminucidn del hsa-miR-145-5p encontrada en GSL de pacientes con SS se debe
al efecto especifico de la sobreactivacidn de la via IFNs |, se estimularon células HSG con 1 0 10 ng/mL de IFN-a
o IFN-B por 24 h. En primer lugar, se evalud la activacion de la via de IFNs | en células HSG estimuladas con IFN-
o e IFN-B, para lo cual se midieron a través de RT-gPCR 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
estimulaciéon con IFN-a aumenté 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 estimulacién
con IFN-B aumentd 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 sobreactivacion de la via

de IFNs | 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-a o IFN-B. 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-a o IFN-B por 24 h. Datos representativos de 3
mediciones independientes de 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo

Una vez confirmada la activacidn de la via de IFNs | en células HSG estimuladas con IFN-a e IFN-B, se
determinaron los niveles de hsa-miR-145-5p a través de ensayo Tagman™. De manera similar a lo encontrado
en GSL de pacientes con SS, se encontrd una disminucién significativa de los niveles de hsa-miR-145-5p en
células estimuladas con IFN-a (p<0,0001) e IFN-B (p<0,0001) (Figura 13A), lo que sugiere un rol especifico de

los IFNs | en la disminucién del hsa-miR-145-5p.

Para determinar si la disminucion del hsa-miR-145-5p observada en células HSG estimuladas con IFN-a
e IFN-B tiene un efecto en sus blancos, se midieron los niveles de transcrito y de proteina de MUC1 y TLR4, a
través de RT-gPCR y Western Blot, respectivamente. En concordancia con lo observado en GSL de pacientes
con SS, se observd un aumento significativo de los niveles de transcrito de MUC1 al estimular con IFN-a
(p=<0,0001) e IFN-B (p=<0,0001) (Figura 13B). De manera similar, se observé un aumento significativo de los

niveles de transcrito de TLR4 al estimular con IFN-a (p=0,005) e IFN-B (p<0,0001) (Figura 13C).
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Niveles relativos de hsa-miR-145-5p en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24 h. Niveles relativos de transcrito
de MUCL1 (B), y TLR4 (C), en células estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24 h. Datos representativos de 3 mediciones
independientes de 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo

En el caso de los niveles proteicos, se observé un aumento significativo en los niveles de proteina de
MUC1 en células HSG estimuladas con IFN-a (p=0,0093), e IFN-B (p=0,0034) (Figura 14A-B). De igual manera se
observé un aumento en los niveles proteicos de TLR4 al estimular con IFN-a (p=0,0040) e IFN-B (p=0,0040)
(Figura 14C-D). Estos resultados sugieren que IFNs | inducen un aumento de los niveles de transcrito y proteina

de MUC1 y TLR4, y esto podria estar asociado a la disminucion del hsa-miR-145-p dependiente de IFNs I.
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Figura 14. Niveles de proteina de MUC1 y TLR4 en células HSG estimuladas con IFN-a o IFN-B. Imdgenes representativas de Western
Blots de MUCL1 (A) y TLR4 (C) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24 h. Cuantificacidn de los niveles proteicos
de MUCI1 (incluyendo todas las bandas sobre 95 kDa) (B) y TLR4 (D) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24 h.
Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente
significativo

A continuacidn, se exploraron los posibles mecanismos a través de los cuales los IFNs | podrian inducir
la disminucién del hsa-miR-145-5p. Previamente se ha descrito que la sobreactivacion de la via de IFNs | es
capaz de disminuir el procesamiento de diversos pri-miRNAs debido a una menor interaccién de este precursor
con el complejo microprocesador [58]. Esto genera una acumulacién del pri-miRNA y la consecuente
disminucion del miRNA maduro [58]. Considerando que en GSL de pacientes con SS se observd tanto la

sobreactivacion de la via de IFNs | como la disminucion del hsa-miR-145-5p (miRNA maduro), se midieron los

niveles del pri-miR-145 a través de un ensayo Tagman™ en GSL de 8 pacientes con SS y 6 individuos controles.

47



Esto ya que la deteccidn 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 especifica el pri-miRNA y no del miRNA maduro mediante el uso de partidores
de amplificaciéon y sondas de deteccién que sean complementarias a alguna secuencia dentro de los 500
nucledtidos 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 acumulacién de este precursor. Ademas, se encontré una relacion
directa y significativa con los niveles de transcrito de IFN-B (R=0,7846; p=0,0004) (Figura 15B) y con los niveles
de activacién de la via de IFNs I, dada por los puntajes de IFNs | (R=0,5692; p=0,0168) (Figura 15C). Estas

asociaciones sugieren una posible relacién entre la activacion de esta via y los niveles elevados del pri-miR-145.
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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. Analisis de correlacion de Spearman entre los niveles de pri-miR-145 y los niveles de transcrito
de IFN-B (B) y puntaje de IFNs | (C) respectivamente. Datos representativos de 3 mediciones independientes. (*) p<0.05 fue considerado
estadisticamente significativo

Con el propédsito de establecer si los niveles aumentados del pri-miR-145 observados en GSL de
pacientes con SS estdn asociados especificamente a la sobreactivacion de la via de IFNs |, se determinaron sus
niveles en células HSG estimuladas con IFN-a e IFN-B. 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 deteccidn de transcritos a ciclos tardios, no se pudo calcular la expresidén

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-a e IFN-B sugieren un rol especifico de estas citoquinas y la activacién de su via en la
disminucién del hsa-miR-145-5p, asi como una asociacidon entre la disminucién, dependiente de IFNs I, de
este miRNA con la sobrexpresion de MUC1 y TLR4. Ademas, los resultados obtenidos en GSL de pacientes
con SS sugieren una asociacion entre la activacién de la via de IFNs | y la acumulacion del pri-miR-145. Parte

de estos resultados fueron publicados en Jara y colaboradores, Frontiers in Immunology 12:685837 [81].
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Objetivo especifico 3: Evaluar el rol de la maquinaria enzimdtica de m6A y ediciones de adenosinas en los
niveles del hsa-miR-145-5p y su asociacion a IFNs | 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 acumulacién de este precursor
asociada a la sobreactivacion de la via de IFNs |, se continud con la exploracién de los mecanismos a través de
los cuales estas citoquinas podrian estar alterando el procesamiento del pri-miR-145 y generando la
disminuciéon del hsa-miR-145-5p. Considerando que la interaccion entre pri-miRNAs y el complejo
microprocesador puede ser alterada por metilaciones de la adenosina en la posicién N6 (m6A) [59], se recurrid
a la herramienta bioinformatica 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 informacidn obtenida a través de técnicas de alto rendimiento
gue mapean con resolucién de un nucledtido sitios metilados del transcriptoma para extraer e integrar las
caracteristicas de secuencia adicionales al sitio de consenso DRACH (D=A, G o U; H=A, C o U), asi como de
estructura del RNA para predecir sitios m6A. Si bien los pri-miRNAs no han sido mapeados completamente, se
utilizé para este analisis la secuencia comprendida entre el Ultimo sitio de inicio de transcripcidon reportado
para el hsa-miR-145-5p en la base de datos miRT [83] y el Ultimo nucleétido 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 podria ser susceptible a la modificacién m6A y ver

regulado su procesamiento a través de este mecanismo.
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Figura 16. Distribucion de los sitios metilables predichos en la secuencia del pri-miR-145 y su puntaje de confiabilidad. (A) Grafico
generado por la herramienta SRAMP que ilustra la distribucién 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 sefiala la ubicacién
del stem-loop correspondiente al pre-miR-145.

Considerando estos antecedentes, se caracterizd la expresién de la maquinaria enzimatica encargada de la
metilacion (METTL3 y METTL14) y desmetilacion (FTO y ALKBH5) del RNA, de la modificacién m6A, para evaluar
posibles alteraciones que conduzcan a cambios en la metilacion del RNA. El analisis de las GSL de 8 pacientes
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con SSy 6 individuos controles a través de RT-qPCR reveld 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 proteina 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 encontrd una correlacién 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), asi como una
correlacién directa y significativa entre el puntaje de IFNs | y los niveles de transcrito de METTL3 (R=0,7626;
p=0,0008) (Figura 17E) y una relacidn inversa con los niveles de proteina de METTL3 (R=-0,6014; p=0,0193)
(Figura 17F). No se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de transcrito o proteina de
METTL14 con los niveles de hsa-miR-145-5p o puntaje de IFNs | (resultados no mostrados). Estos resultados
sugieren una posible asociacién entre la activacidn de la via de IFNs |, la disminucién del hsa-miR-145-5p y los

niveles de transcrito de METTL3.
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Figura 17. Niveles de transcrito y proteina 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) Imagenes
representativas de Western Blots de METTL3 y METTL14 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (C) Cuantificacién de los
niveles proteicos de METTL3 y METTL14 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (D) Analisis de correlacién de Spearman
entre los niveles de hsa-miR-145-5p y los niveles de transcrito de METTL3. Andlisis de correlacidon de Spearman entre el puntaje de IFNs |
y los niveles de transcrito (E) y proteina (F) de METTL3. Datos representativos de 4 mediciones independientes. (*) p<0.05 fue
considerado estadisticamente significativo.

A continuacion, se detectd la localizacidn de estas enzimas mediante inmunofluorescencia, en dénde se
observé que tanto METTL3 como METTL14 se expresan en las células acinares y ductales de GSL de pacientes

con SS e individuos controles, asi como en las células inflamatorias de pacientes con SS (Figura 18A-H) (Tabla
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6). Ambas enzimas presentan una localizacién principalmente nuclear, observandose un patrén heterogéneo
granular mds pronunciado en pacientes, en conjunto a una tincidn citoplasmatica principalmente basal de

menor intensidad (Figura 18A’-H’) (Tabla 6).

CONTROL NTE SS

METTL3/Nucleo

METTL14/Nl’Jc|e0~

Figura 18. Localizacion de las metiltransferasas METTL3 y METTL14 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imagenes
representativas de la deteccidon por inmunofluorescencia de METTL3 (A-D) y METTL14 (E-H) en GSL de pacientes con SS e individuos
controles. A’-H’ imagenes de aumento mayor de los acinos delimitados en un cuadrado de lineas entrecortadas en A-H. Los limites
acinares se encuentran delimitados con lineas entrecortadas en A’-H’. a: acino, Cl: células inflamatorias, n: nucleo
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Tabla 6. Resumen de la localizaciéon de la maquinaria enzimatica de m6A y A->l en GSL de pacientes con SS e
individuos controles.

Controles Pacientes

Proteina Células acinares Células acinares Células inflamatorias

METTL3
(basal) granular) y ctioplasmética mas débil citoplasmatica

Metilasas

Principalmente nucleary ctioplasmética  Principalmente nuclear (patrén hetegéneo Nuclear (patron heterogéno granular), y

Principalmente nuclear (patron
METTL14 heterogéno granular leve) y
ctioplasmatica mas débil

- , , Principalmente nuclear (patrén
Principalmente nuclear (patron hetegéneo

ranular) y ctioplasmdtica mas débil
granular) y ctiop ' ' més débil

heterogéno granular), y citoplasmatica

m6A
. , , Principalmente nuclear (patron
L X L. Principalmente nuclear (patrén heterogéno ,
FTO Principalmente nucleary citoplasmatica R L . heterogéno granular leve), y
granular leve) y ctioplasmatica débil R . .
X citoplasmatica mas débil
Desmetilasas
Principalmente nuclear (patrén . , , Principalmente nuclear (patrén
, Principalmente nuclear (patrén heterogéno ) R L.
ALKBHS heterogéno granular leve) y K L R heterogéno granular) y ctioplasmatica
. (. e granular leve) y ctioplasmatica mas débil L
ctioplasmatica mas débil mas débil
L. i L. L . L. , Principalmente nuclear (patrén
. Principalmente nucleary citoplasmética Principalmente nuclear y citoplasmatica mas ) R L.
A->| Desaminasa ADAR1 heterogéno granular) y ctioplasmatica

s débil débil
mas debl ! més débil

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-gPCR evidencié 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 encontrd una disminucion significativa
en los niveles de FTO (p= 0,0364) (Figura 19B-C) en GSL de pacientes con SS. Sin bien no se encontré una
correlacién significativa entre los niveles de hsa-miR-145-5p y los niveles de ALKBH5 (R=-0,3495; p=0,1103)
(Figura 19D), si se encontrd un correlacién directa y significativa entre el puntaje de IFNs | y los niveles de
transcrito de ALKBH5 (R=0,5121; p=0,0306) (Figura 19E), asi como una correlacién 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 proteina de FTO con los niveles de hsa-miR-145-5p o puntaje de IFNs | (resultados no
mostrados). Estos resultados sugieren una posible asociacién entre la activacion de la via de IFNs | y los niveles

de ALKBHS.
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Figura 19. Niveles de transcrito y proteina 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) Imagenes representativas de
Western Blots de ALKBH5 y FTO en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (C) Cuantificacion de los niveles proteicos de ALKBH5
y FTO en GSL de pacientes con SS e individuos controles. (D) Analisis de correlacién de Spearman entre los niveles de hsa-miR-145-5p y
los niveles de transcrito de ALKBHS. Andlisis de correlacion de Spearman entre el puntaje de IFNs | y los niveles de transcrito (E) y

proteina (F) de ALKBHS5. Datos representativos de 4 mediciones independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente
significativo.

Posteriormente se determind la localizacién glandular y distribucién celular de ALKBH5 y FTO a través
de inmunofluorescencia, la cual evidencié una expresion similar a la de las metiltransferasas, encontrdndose
sefial inmunofluorescente tanto en las células acinares y ductales de GSL de pacientes con SS e individuos
controles, asi como en las células inflamatorias de pacientes con SS (Figura 20A-H) (Tabla 6). Se encontrd
ademads una distribucién principalmente nuclear con un patrén granular heterogéneo mas pronunciado en
células acinares tanto en GSL de pacientes con SS, en conjunto a una tincién citoplasmatica de caracter basal

de menor intensidad (Figura 20A’-H’) (Tabla 6).
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Figura 20. Localizacion de las desmetilasas ALKBH5 y FTO en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imagenes representativas
de la deteccidn por inmunofluorescencia de ALKBH5 (A-D) y FTO (E-H) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. A’-H’ imagenes
de aumento mayor de los acinos delimitados en un cuadrado de lineas entrecortadas en A-H. Los limites acinares se encuentran
delimitados con lineas entrecortadas en A’-H’. a: acino, Cl: células inflamatorias, n: nucleo.

La interaccidon del complejo microprocesador con la marca m6A en los pri-miRNA para mediar su
procesamiento ocurre a través de la proteina 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 proteina
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 | (resultados no mostrados).
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Figura 21. Niveles de proteina de la lectora hnRNPA2B1 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imdgenes representativas
de Western Blots de hnRNPA2B1 (A) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Cuantificacion 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 estadisticamente significativo.

Finalmente, al evaluar posibles asociaciones con pardmetros clinicos de la enfermedad a través de un
analisis de correlacion de Spearman, se observd una correlacion 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), asi 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 encontrd una correlacidn inversa y significativa entre la presencia del
autoanticuerpo anti-Ro/SSA y los niveles de proteina 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 pardmetros clinicos

Parametro R p
Ro - mMRNA METTL3 0.690 <0.001
Ro - mRNA ALKBH5 0.566 0.009
Ro - Proteina METTL3 -0.588 0.021
Ro - Proteina FTO -0.557 0.031
Ro - Proteina 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 proteina de la
magquinaria enzimatica asociada a la incorporacidn y remociéon de la marca m6A en pri-miRNAs, asi como de la
lectora de m6A en pri-miRNA hnRNPA2B1 en las GSL de pacientes con SS. Estos cambios ademas evidenciaron
posibles asociaciones con parametros clinicos indicativos de inflamacién y autoinmunidad, asi como con la
activacion de la via de IFNs | y en particular de los niveles de transcrito de METTL3 con la disminucién del hsa-

miR-145-5p.

Por otra parte, la interaccién entre pri-miRNAs y el complejo microprocesador también puede ser
alterada por ediciones de adenosina por inosina en este precursor [67], reaccién 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 via esta sobreactivada
en GSL de pacientes con SS (Figura 11). Considerando estos antecedentes, se determinaron a través de RT-
gPCR y Western Blot, los niveles de transcrito y proteina de la isoforma que se expresa de manera constitutiva
(ADAR1p110) como de la isoforma inducible por IFNs | (ADAR1p150). Para medir los niveles de transcrito de
ambas isoformas de manera separada se utilizaron dos sets de partidores distintos dirigidos contra (i) el exén
1A que estd presente en la isoforma ADAR1p150 o (ii) contra el exdn 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 relacién con los 6 individuos
controles (p=0,3365) (Figura 22A), pero si se observé un aumento significativo de los niveles de transcrito de la

informa inducible por IFNs | (p=0,0008) (Figura 22A).

Para determinar los niveles proteicos de ADAR1p110 y ADAR1p150 se utilizdé un Unico anticuerpo que
detecta la regidon comprendida entre los aminoacidos 440-826, compartidos por ambas isoformas (Tabla 4). La
diferencia en la migracion de ambas isoformas en el gel de electroforesis debido a la diferencia en 269
aminodcidos 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 observd 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 relacion con 5 individuos controles. Interesantemente, se encontré una
correlacidn 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), asi como una asociacion directa y significativa entre los niveles de
transcrito de ADAR1p150 y el puntaje de IFNs | (R=0,7670; p=0,0007) (Figura 22E). Si bien no se encontraron

correlaciones significativas entre los niveles de proteina de ADAR1p150 y el puntaje de IFNS | (R=0,3636;
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p=0,1358) (Figura 22F), estos resultados sugieren una posible asociacién entre la activacion de la via de IFNs |,

los niveles aumentados de transcrito de ADAR1p150 y la disminucién del hsa-miR-145-5p.
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independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Posteriormente se estudid por inmunofluorescencia la localizacién ADAR1 en las GSL de pacientes con
SS e individuos controles. Como se muestra en la Figura 23A-D, ADAR1 se expresé tanto en las células acinares
y ductales de GSL de pacientes con SS e individuos controles, asi como en las células inflamatorias de pacientes
con SS (Figura 23A-D) (Tabla 6). Ademas, se encontré que la sefial inmunofluorescente se distribuye tanto en el
nucleo como en el citoplasma de las células acinares, presentando en el nlcleo un patrén heterogéneo
granular leve como el observado para la maquinaria enzimatica 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 localizacién de ADAR1 total sin distinguir entre ADAR1p110y

ADAR1p150.
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Figura 23. Localizacidn de la desaminasa ADAR1 en GSL de pacientes con SS e individuos controles. Imagenes representativas de la
deteccion por inmunofluorescencia de ADAR1 (A-D) en GSL de pacientes con SS e individuos controles. A’-D’ imagenes de aumento
mayor de los acinos delimitados en un cuadrado de lineas entrecortadas en A-H. Los limites acinares se encuentran delimitados con
lineas entrecortadas en A’-D’. a: acino, Cl: células inflamatorias, n: nucleo.

Finalmente, se realizé un analisis de correlacién de Spearman para evaluar posibles asociaciones entre
los niveles de ADAR1 y parametros clinicos de la enfermedad. Como se observa en la Tabla 8, se encontré una
correlacién 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 proteina de la isoforma ADAR1p150 en las GSL de
pacientes con SS y una posible asociaciéon con parametros clinicos indicativos de inflamacién y autoinmunidad,

asi como de la activacidon de la via de IFNs | y niveles disminuidos del hsa-miR-145-p.

Tabla 8. Correlaciones entre los niveles de enzima ADAR1p150 con pardametros clinicos

Parametro R p
Ro - mMRNA ADAR1p150 0.761 <0.001
Score de foco - mRNA ADAR1p150 0.634 0.003
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La disminucién del hsa-miR-145-5p dependiente de IFNs | descrita en este trabajo, asi como la
asociacion entre los niveles aumentados del pri-miR-145 y esta citoquina en GSL de pacientes con SS sugieren
un rol relevante para los IFNs | en la regulacién de los niveles del hsa-miR-145-5p. Sin embargo, las alteraciones
en los niveles de transcrito y/o proteina de las enzimas metilantes, desmetilantes y lectora de m6A, asi como
de la desaminasa ADAR1 podria deberse a mdultiples factores incluido las diferentes citoquinas sobre-
expresadas en las GSL de pacientes con SS [8]. Para evaluar si estos cambios estdn o no asociados al efecto
directo de los niveles aumentados de IFNs |, se estimularon células HSG con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24 h
y se determinaron los niveles de transcrito y proteina 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-a
o IFN-B (Figura 24A-B). Con respecto a los niveles de proteina, 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).
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Figura 24. Niveles de transcrito y proteina de las metiltransferasas METTL3 y METTL14 en células HSG estimuladas con IFN-a o IFN-.
Niveles relativos de transcrito de METTL3 (A) y METTL14 (B) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24 h.
Imagenes representativas de Western Blots de METTL3 y METTL14 (C) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24
h. Cuantificacion de los niveles proteicos de METTL3 (D) y METTL14 (E) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por
24 h. Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado
estadisticamente 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-a o IFN-B 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 estimulacién tampoco se observaron diferencias significativas, tanto

para ALKBHS5 (p=0,2429; p=0,1714) como para FTO (p=0,5000; p=0,1000) (Figura 25C-E).
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Finalmente, en lo que respecta a la modificacidn m6A, no se observaron cambios significativos en los
niveles de proteina de la lectora hnRNPA2B1, tanto en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a (p=0,5)
como con 10 ng/mL de IFN-B (p=0,2429) (Figura 26A-B). Globalmente, los resultados obtenidos de estos
experimentos in vitro sugieren que los IFNs | no afectarian los niveles de transcrito ni de proteina de las

metiltransferasas de m6A METTL3 y METTL14, de las desmetilasas de m6A ALKBH5 y FTO, ni de la lectora
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Figura 26. Niveles de proteina de la lectora de m6A hnRNPA2B1 en células HSG estimuladas con IFN-a o IFN-B. Imagen representativa
de Western Blot de hnRNPA2B1 (A) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24 h. Cuantificacidon de los niveles
proteicos de hnRNPA2B1 (B) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B por 24 h. Datos representativos de 3
mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Por otra parte, al evaluar los niveles de la desaminasa ADAR1 en células HSG estimuladas con 10 ng/mL
de IFN-a o IFN-B se encontrd 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 proteina de ADAR1 no se observé aumento significativo en los niveles
de proteina de ADAR1p110 (p= 0,1000) en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a, pero si en células
estimuladas con IFN-B (p= 0,0286) (Figura 27C-D). Con respecto a la isoforma ADAR1p150, se encontraron
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niveles aumentados de proteina tanto en células estimuladas con IFN-a (p= 0,0143) como en células
estimuladas con IFN-a (p= 0,0143) (Figura 27C y E). El conjunto de estos hallazgos in vitro sugiere que los IFNs |
podrian tener un rol en la regulacién de los niveles de transcrito y proteina de la isoforma ADAR1p150 de
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Figura 27. Niveles de transcrito y proteina de las isoformas de ADAR1 ADAR1p110 y ADAR1p150 en células HSG estimuladas con IFN-
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de IFN-a o IFN-B por 24 h. Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue
considerado estadisticamente 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, asi como una asociacién con la
disminucion del hsa-miR-145-5p y la sobreactivacién de la via de IFNs I. En células HSG estimuladas con IFN-a e
IFN-B se observé un aumento de los niveles de transcrito y proteina de ADAR1p150 y una disminucién de los
niveles hsa-miR-145-5p. También se encontraron niveles aumentados de transcrito del pri-miR-145, que
sugiere una acumulacion de este precursor y que se asociaron de manera directa con la activacién de la via de
IFNs I. Ante la imposibilidad de determinar los niveles de pri-miR-145 en nuestro modelo in vitro, a
continuacién, se realizd un silenciamiento a través de siRNA de la isoforma ADAR1p150 en células HSG
estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a o IFN-B, con el propdsito de observar el efecto del silenciamiento de esta
desaminasa que se induce con IFNs | en los niveles de miRNA maduro, lo cual serd 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-a o
IFN-B, 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 encontrd una disminucion significativa de los
niveles de ADAR1p150 en relacion con el aumento que habian experimentado al estimular con IFN-a

=0,0038) o IFN-B (p=0,0043) (Figura 28B). Esta disminucién fue de un 28,75% en el caso de células
(p p g
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estimuladas con IFN-a, y de un 37,1% en el caso de células estimuladas IFN-B. Estos resultados sugieren un

silenciamiento parcial especifico de la isoforma ADAR1p150.
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Figura 28. Niveles de transcrito de las isoformas de ADAR1 ADAR1p110 y ADAR1p150 en células HSG estimuladas con IFN-a o IFN-B 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-a o IFN-B por 24 h. Datos representativos de 3
mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo

El silenciamiento de ADAR1p150 se asocid a un aumento significativo de los niveles de hsa-miR-145-5p,
en comparacién a la disminucion que habia provocado la estimulacion de células HSG con 10 ng/mL de IFN-a
(p<0,0001) o IFN-B (p<0,0001) (Figura 29A). Este aumento fue de un 300% en el caso de células HSG
estimuladas con IFN-at y de un 366% en el caso de células HSG estimuladas con IFN-B. En estas mismas células
se observd que el silenciamiento de ADAR1p150 esta asociado a una disminucién significativa de los niveles de
transcrito del blanco de hsa-miR-145-5p FSCN1 en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-a (p=0,0333) o
IFN-B (p=0,0143) (Figura 29B). Esta disminucion fue de un 20% en el caso de células HSG estimuladas con IFN-a

y de un 50% en el caso de células HSG estimuladas con IFN-(.

De manera similar a lo observado para FSCN1, el silenciamiento de ADAR1p150 muestra una tendencia
a la disminucién de los niveles de transcrito de MUC1 que habian aumentado al estimular las células HSG con
10 ng/mL de IFN-a (p=0,4429) o IFN-B (p=0,2429) (Figura 29C), sin embargo, estos cambios no fueron
estadisticamente significativos. En el caso de TLR4 también se observé una tendencia a la disminuciéon, aunque
no significativa al silenciar ADAR1p150 en células HSG estimuladas con IFN-a (p=0,2429) (Figura 29D) y una
disminucion significativa en el caso del silenciamiento de ADAR1p150 en células estimuladas con IFN-B
(p=0,0143) (Figura 27D). Estos resultados sugieren un posible rol de ADAR1p150 en la regulacién de los niveles

de hsa-miR-145-5p de manera dependiente de IFNs |, 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-a o IFN-B y
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Datos representativos de 3 mediciones independientes en 4 experimentos independientes. (*) p<0.05 fue considerado estadisticamente
significativo

En conjunto, los resultados obtenidos tanto en GSL de pacientes con SS como en células HSG
estimuladas con IFN-a e IFN-B sugieren un rol especifico de estas citoquinas y la sobreactivacién de su via en
la regulacion de los niveles de ADAR1p150, pero no en la regulacién 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 regulacion de los niveles del hsa-

miR-145-5p.
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DISCUSION

Las GS de los pacientes con SS se caracterizan por presentar disfuncion secretora, lo cual afecta la
cantidad y calidad de la saliva [2]. Ademas, debido a la naturaleza autoinmune e inflamatoria de esta
enfermedad, los pacientes presentan autoanticuerpos circulantes, infiltracién linfocitica 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 | en el inicio y progresion de esta patologia [9]. La
activacion de la via de IFNs | puede regular a nivel postranscripcional los niveles de diversos miRNAs [58], RNAs
no codificantes que muestran expresion diferencial en GS de pacientes con SS [30]. Uno de estos miRNAs
destacados es el hsa-miR-145-5p, el cual se cree que podria 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 participaciéon de estas proteinas 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 tendria el hsa-miR-145-5p en la sobrexpresion de ambas
moléculas, asi como los mecanismos que regularian los niveles de este miRNA y si estdn asociados a una

regulacién 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 secuenciacion
masiva de RNAs pequefios realizada en nuestro laboratorio [32]. Sin embargo, hasta ahora estos resultados no
habian sido validados. En esta tesis, utilizando ensayos TagMan 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 inflamacién crénica
como en biopsias de pacientes con colitis ulcerosa [18] y nefritis [Upica [85]. Ademas, la sobreexpresidn del hsa-
miR-145-5p en modelos celulares de enfermedad pulmonar obstructiva crénica, lesion miocardica por
isquemia-reperfusion, retinopatia diabética y glomerulonefritis crénica contribuye a la disminucién de
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-1B, 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, asi como los procesos
que llevan a su disminucién adquiere relevancia para la comprensién de los mecanismos moleculares

subyacentes a la enfermedad.
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Analisis de prediccion 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 inflamacién y disfuncién 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. Ademas,
la relacién inversa encontrada entre los niveles de transcrito de MUC1 y TLR4 y los niveles del hsa-miR-145-

5p sugieren una posible asociacidn entre ambas moléculas.

En la presente tesis, no se encontraron cambios estadisticamente significativos para los niveles de
proteina de MUCL. En cohortes anteriores de pacientes si se encontraron niveles aumentados de la proteina de
MUC1 a través de Western Blot e inmunohistoquimica [33, 35]. La discrepancia observada en comparacion a
los resultados obtenidos en esta tesis podria deberse a las diferencias individuales que presentan las glandulas
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 nimero a medida que aumenta el dafio glandular. Cualquiera de
estos factores puede incidir en la cuantificacién desde un extracto glandular total, sin embargo, este sesgo
metodolégico puede ser dilucidado por la deteccién inmunofluorescente de MUC1, ya que esta técnica
muestra la histologia en su integridad de cada paciente. Estudios preliminares en esta tesis, mostraron
aumento en la intensidad de la sefial inmunofluorescente para MUC1 en GSL de pacientes con SS (ver Figura 5)
y ademads una distribucién alterada en las células acinares. Estudios futuros de cuantificacion de esta seiial
seran 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 dénde se han modificado los niveles del
hsa-miR-145-5p sugieren una regulacidon 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 podrian ser dependientes del tipo
celular. Por ejemplo, respecto a su rol como supresor tumoral, se ha visto que la sobreexpresién del hsa-miR-
145-5p puede inhibir el crecimiento de lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) y de cancer de colon (HCT-
116), pero no tendria efecto en el crecimiento de otras lineas celulares de cancer de mama como MDA-MB-231
y LM2-4142 [90]. Debido a este antecedente se decidid demostrar el rol de este miRNA en la regulacion de los
niveles de MUC1 y TLR4 en nuestro modelo celular en particular a través de la transfeccidn de células HSG con
mimic o inhibitor de hsa-miR-145-5p. Los resultados revelaron que la modulacién de los niveles del miRNA en

células HSG impacta en los niveles de transcrito y proteina de MUC1 y TLR4. Estos resultados concuerdan con
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lo observado en GSL de pacientes con SS y sustentan empiricamente el rol del hsa-miR-145-5p en la regulacién
de los niveles de MUC1 y TLR4. Estos hallazgos estdn en concordancia con lo reportado por Sachdeva vy
colaboradores, en donde la transfeccion de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 con un vector de
expresion 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 proteina de MUC1 fueron observados en las lineas
celulares de cancer de ovario SKOV3 y ES-2 M al sobreexpresar hsa-miR-145-5p con un vector de expresién o
con mimic [91]. Los resultados de estos ensayos funcionales también concuerdan con lo reportado para TLR4
en un modelo de retinopatia diabética, en donde la sobreexpresién del hsa-miR-145-5p disminuye de manera
significativa los niveles de transcrito y proteina de TLR4, y el efecto contrario produce la transfeccién de un

inhibitor en células madre derivadas de tejido adiposo humano produjo el efecto contrario [88, 92].

Empleando la herramienta de prediccion de sitios de interaccién TargetSan [93] se encontrd una
posible interaccion entre los nucleétidos 2-8 del hsa-miR-145-5p (secuencia semilla + posicién 8) y los
nucledtidos 451-457 del 3' UTR de MUC1 (interaccidn tipo 7mer-m8). Este sitio de interaccion predicho fue
demostrado experimentalmente en lineas celulares de cdncer de mama y ovario a través de ensayos con
reporteros luciferasa donde se co-transfectan: (l) vectores reporteros que contienen una porcion del 3’UTR de
MUC1 que incluye los sitios predichos de interacciéon con el hsa-miR-145-5p wild type o mutados y el gen
reportero de luciferasa (Firefly luciferase) y (Il) mimic de hsa-miR-145-5 [90, 91, 94]. De manera similar, y
utilizando la misma herramienta de prediccidn, se encontré una posible interaccién entre los nucleétidos 2-8
del hsa-miR145-5p (secuencia semilla + posicién 8) seguida de una adenosina y los nucleétidos 2277-2284 del
3' UTR de TLR4 (interaccion tipo 8mer). Esta interaccion predicha también fue comprobada de manera
experimental a través de ensayos de reportero luciferasa, en particular en modelos celulares de retinopatia
diabética, diferenciacién osteogénica y melanoma [88, 92, 95]. Considerando estos antecedentes, es altamente
probable que en GSL de pacientes con SS asi 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
qgue 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 informaticas como miRanda [96], que predice otros 3 sitios adicionales de
interaccion entre MUC1 y hsa-miR-145-5p, o con sitios que no han sido predichos por herramientas

bioinformaticas.

La sobrexpresién de MUC1 y TLR4 puede contribuir a la inflamacidn y disfuncién glandular a través de
distintos mecanismos. Especificamente, MUC1 es capaz de inducir la produccién de citoquinas pro-

inflamatorias a través de diversas vias. Por un lado, la isoforma secretada de MUC1, MUC1/SEC, posee una
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secuencia de 11 aminodacidos en su extremo C-terminal denominada péptido inmuno-enhancer capaz de
estimular la respuesta inmune a través de la sobreexpresién de STAT1 [36, 97]. Esta misma isoforma es capaz
de interactuar con la isoforma de transmembrana MUC1/Y, formando un complejo que podria inducir la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias [36, 98]. También se ha reportado que la isoforma MUC1/Y puede
inducir la expresién de citoquinas pro-inflamatorias a través de NF-kB [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 nucleo para inducir la expresion de citoquinas
pro-inflamatorias como IL-2, IL-6, IFN-y y TNF-a a través de su interaccidon con NF-kB 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-a e IFN-y [33], hallazgos que sugieren un loop de sefializacién mucina-citoquina que
autoperpetuaria las condiciones inflamatorias en las GS de pacientes con SS. Recientemente hemos descrito
gque MUC1 se acumula en el reticulo endoplasmico, lo que impide su trafico a la membrana plasmatica apical,
contribuyendo al estrés de este organelo [35]. Interesantemente, el estrés de reticulo endopldsmico puede
inducir inflamacién a través de la activacion del inflamosoma [100], entre otros mecanismos, contribuyendo a
mantener un ciclo autoperpetuante de inflamacién.

Por otra parte, las células acinares de las GS de pacientes con SS experimentan una pérdida de la
polaridad apico-basal que conlleva una redistribucién de la maquinaria molecular de exocitosis y la
consecuente exocitosis ectdépica 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 plasmatica basal de células acinares
reconocen a MUC5B como patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs), activando vias de sefalizacion
pro-inflamatorias e induciendo la expresién de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, IFN-a, IFN-B, IL-6 e IL-
1B [34]. Las citoquinas pro-inflamatorias secretadas por las células epiteliales de las GS podrian atraer células
inflamatorias contribuyendo a la cronicidad de la inflamacion en las GS de pacientes con SS. En este contexto,
MUC1 y TLR4 tendrian un rol clave en la promocién de la inflamacion, lo que resalta la relevancia de
comprender los mecanismos que llevan a su sobreexpresidn y con esto encontrar nuevos puntos de
intervencidén terapéutica que permitan restaurar los niveles de estas proteinas y con ello disminuir la

inflamacién y disfunciéon glandular.

Diversos mecanismos regulan los niveles de MUC1, tales como la unidn a su promotor de factores de
transcripcién activados rio debajo de citoquina pro-inflamatorias, como STATs y NF-kB [102, 103], asi como
factores epigenéticos entre los que se incluyen la hipometilacion de islas CpG de su promotor y la modificacién
de histonas [104, 105]. De la misma forma también se han descrito diversos mecanismos que regulan la
expresion de TLR4, como elementos de respuesta a los factores de transcripcion IRF4 e IRF8 en su promotor, o
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niveles aumentados de traduccién 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
asociacion a los niveles aumentados de transcrito de MUC1 y TLR4 en los mismos individuos, en conjunto con
los ensayos funcionales en células HSG en dénde la modulacién 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 regulacion de MUC1 y TLR4 que
podria estar contribuyendo, en conjunto con otros mecanismos descritos previamente, a su sobrexpresion

en SS.

En esta tesis, se evaluaron los posibles mecanismos que podrian llevar a una disminucién del hsa-miR-
145-5p en GSL de pacientes con SS. Se ha reportado que la estimulacién de macréfagos de ratédn con LPS
induciria la disminucién del hsa-miR-145-5p de manera dependiente de IFNs |, ya que al utilizar macréfagos
deficientes del receptor IFNAR o del factor de transcripcién de IFNs | IRF3, se atenua la disminucidon del miRNA
[39]. Considerando la creciente evidencia que resalta el papel de los IFNs | en el inicio y progresion de esta
patologia [9], se procedid a evaluar un posible rol de esta citoquina en la regulacién de los niveles de hsa-miR-
145-5p. La deteccién de los niveles proteicos de IFNs | en muestras bioldgicas presenta un desafio y por lo
general se utilizan métodos indirectos para inferir la presencia de IFNs | a través de la deteccidén de sus efectos
[107]. En este contexto, el analisis transcripcional de ISGs es el método mas utilizado para demostrar la
sobreexpresién de IFNs | en pacientes con distintas enfermedades autoinmunes [9]. En esta tesis se
encontraron niveles aumentados de transcrito de IFN-B y de los ISGs MX1, IFIT1, IFITM1, IFI44 e IFI44L en GSL
de pacientes con SS. La suma de los niveles de expresién estandarizados de cada ISG entrega el puntaje de
IFNs | 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 sobreactivacién de la via de IFNs |, confirmando en estos individuos

esta caracteristica que esta presente en un 50% a un 80% de los pacientes con SS [109].

Ademas, se encontrd una relacidn inversa entre los niveles de hsa-miR-145-5p con: los niveles de
transcrito de IFN-B, el puntaje de IFNs I, la serologia positiva de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, anti-La/SSB y
el score de foco. Esto sugiere una asociacién entre los parametros clinicos que reflejan autoinmunidad e
inflamacién, la activacién de la via de IFNs | y la disminucion del hsa-miR-145-5p. Estos resultados estan en
concordancia con la disminucidn del hsa-miR-145-5p reportada en contextos inflamatorios y autoinmunes que
ademas tienen sobreactivacion de la via de IFNs | [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

multiple presentan niveles aumentados del hsa-miR-145-5p en sangre completa, sin embargo, el tratamiento
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con IFN-B permite disminuir los niveles del miRNA a niveles similares al de individuos sanos, lo que sustenta la

asociacion inversa encontrada entre la activacion de la via de IFNs | y la disminucién del hsa-miR-145-5p [114].

Las GSL de pacientes con SS presentan niveles elevados de diversas citoquinas pro-inflamatorias,
incluyendo IL-1pB, IL-6, TNF-a, IFN-y, IFN-a e IFN-B, las cuales son producidas tanto por las células pro-
inflamatorias que infiltran la glandula 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
activacion de la via de IFNs | en GSL de pacientes con SS corresponden al efecto especifico de esta citoquina, se
estimularon células HSG con IFN-a e IFN-B. Se encontré que células HSG estimuladas con IFNS | sobreexpresan
los mismos ISGs encontrados aumentados en las GSL de pacientes con SS, comprobandose la activacion de
esta via en nuestro modelo in vitro de manera similar a lo observado en las GSL. Mds importante aun, se
encontré que las células HSG estimuladas con IFN-a e IFN-f presentan disminucion de los niveles de hsa-miR-
145-5p y niveles aumentados de transcrito y proteina de MUC1 y TLR4, replicando los hallazgos observados
en GSL de pacientes con SS y respaldando el rol especifico de los IFNs | en la modulacidn de los niveles de hsa-
miR-145-5p, y en consecuencia de los niveles de sus blancos MUC1 y TLR4. Estos hallazgos estdn en
concordancia con la disminucion de este miRNA dependiente de IFNs | reportada previamente en macréfagos

estimulados con LPS [39]

Los miRNAs estdn sujetos a estrictos mecanismos de control en su expresidn, desde su biogénesis hasta
su procesamiento y funcidn. En esta linea, tanto IFN-a como IFN-B pueden modular los niveles de distintos
miRNAs a través de diversos mecanismos. Se ha descrito, por ejemplo, que la estimulacidn de diversas lineas
celulares con IFN-a puede aumentar los niveles del miR-21 a través de la promocion de la unién de los factores
de transcripcién STAT3 y p65 NFkB al promotor del miRNA [116]. Por otra parte, se ha reportado que los IFNs |
podrian alterar el procesamiento de los miRNAs una vez que ya han sido transcritos desde el genoma. Por
ejemplo, se ha descrito que la estimulacidon con IFN-a de 3 lineas celulares distintas induce la disminucién de
los niveles proteicos de Dicer, proteina que procesa el loop de la horquilla de los pre-miRNA en el citoplasma
para generar un duplex que contiene al miRNA maduro [57]. Si bien en ese trabajo en particular no se evalué el
efecto que tiene en los niveles de miRNA maduro la disminucién de Dicer producto de la estimulacién con IFN-
a, otros trabajos han evidenciado que mutaciones con pérdida de funcidn de Dicer provocan la acumulacién
del pre-miRNA y la consecuente disminucidn de los niveles de miRNA maduro [117]. Mas aln, también se ha
reportado que la activacidn de la via de IFNs | podria disminuir la interaccion de diversos pri-miRNAs al
complejo microprocesador[58]. Este complejo compuesto por las proteinas Drosha y DGCR8 procesa los
extremos simple hebra de los pri-miRNA convirtiéndolos en pre-miRNA. Una disminucion de la interaccién

entre el complejo microprocesador y el pri-miRNA genera una disminucién de su procesamiento, provocando la
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acumulacién del pri-miRNA y una disminucidon 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-B y el puntaje de IFNs I. Estos
resultados sugieren una acumulacion del pri-miRNA que podria tener su causa en una disminucién de su

procesamiento por activacion de la via 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 disminucion del
hsa-miR-145-5p en GSL de pacientes con SS, y su posible asociaciéon a alteraciones en su procesamiento.
Ademas, la deteccién de estos precursores podria tener utilidad clinica como biomarcador o blanco
terapéutico. En carcinoma hepatocelular se reportaron 24 pri-miRNA cuya eficiencia de procesamiento difiere
de las muestras de higado normal y que permitirian diferenciar ambas condiciones [118]. Inclusive
recientemente Ji y colaboradores, desarrollaron un algoritmo que permite la deteccién de pri-miRNAs
diferencialmente expresados a nivel de secuenciacidn de célula Unica y que permitioé la deteccién de pri-miRNA
diferencialmente expresados en cardiomiocitos infectados con SARS-CoV2 [119]. En las ultimas décadas se han
desarrollado terapias dirigidas a modular los niveles de miRNA maduros alterando el procesamiento de sus
precursores de manera tejido-especifica, como es el caso del pri-miR-451 para el tratamiento de enfermedad
de Huntington (fase Il de estudio clinico)[120]. Estos avances, en conjunto a los hallazgos realizados para el pri-

miR-145 podria 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 estan
asociados directamente a IFNs |, se determinaron los niveles de pri-miR-145 en células HSG estimuladas con
IFN-a e IFN-B. Sin embargo, no se logro cuantificar los niveles del pri-miR-145 en nuestro modelo in vitro. Esto
podria deberse, entre otras causas, al procesamiento diferencial de los pri-miRNA. Estudios iniciales sugerian
que el procesamiento de los pri-miRNA seria co-transcripcional y estaria funcionalmente acoplado a la
transcripcién por la RNA Pol Il, siendo diversos pri-miRNA nacientes procesados antes de incluso ser liberados
del DNA templado [121, 122]. Esto podria 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 Il [124]. Sin
embargo, estudios posteriores en donde se evalud 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 varia desde rdpido, intermedio a lento entre pri-
miRNAs [125]. En esta misma linea, Conrad y colaboradores determinaron, a través de analisis
transcriptomicos, que la eficiencia de procesamiento entre distintos pri-miRNA candnicos unidos a cromatina

es altamente variable [56]. Si bien se han podido detectar pri-miRNAs especificos 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 podria ser un factor que influya en la dificultad de detectar el pri-miR-145 en nuestro

modelo in vitro en particular.

La asociacidon encontrada entre los niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p y la activacion de la via de
IFNs | en GSL de pacientes con SS, en conjunto con los experimentos in vitro en donde la estimulacion de
células HSG con IFN-a o IFN-B disminuyd los niveles de hsa-miR-145-5p, permiten sugerir un efecto especifico
de estas citoquinas en los niveles disminuidos del miRNA maduro que podria explicar, en conjunto a otros
mecanismos su disminucién en pacientes con SS. A pesar de la dificultad para detectar los niveles del pri-miR-
145-5p en nuestro modelo in vitro, la relacién observada entre los niveles aumentados del pri-miR-145 y la
activacion de la via de IFNs | en los mismos individuos, en conjunto a los antecedentes de la literatura [58]
permiten hipotetizar que la activacion de esta via podria disminuir el procesamiento del pri-miRNA,
generando su acumulacion y la disminucion del miRNA maduro. Para explorar esta hipdtesis, se
caracterizaron los niveles de transcrito, proteina y localizacidén celular de la maquinaria enzimdtica encargada
de la modificacién (METTL3 y METTL14) y remocién (ALKBH5 y FTO) de la marca epitranscriptomica m6A en pri-
miRNAs, asi como los niveles proteicos de la lectora que media sus funciones, hnRNPA2B1. Esto pues se ha
descrito que esta modificacion media el procesamiento de pri-miRNA al aumentar su interaccién con el
complejo microprocesador [59]. Ademads, alteraciones en los niveles de esta maquinaria enzimatica, que
resultan en una disminucion de m6A en los pri-miRNA, generan una reduccién en el reclutamiento del
complejo microprocesador y, en consecuencia, una acumulacién del precursor con una disminucion 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 proteina de METTL3, FTO y hnRNPA2B1, que sugeririan que la maquinaria encargada de

agregar la marca m6A, removerla y leerla se encuentra disminuida.

Hasta la fecha se ha descrito una expresién diferencial de la maquinaria enzimatica 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 analisis de los niveles de esta maquinaria usando microarreglos y
validacién conjunta por RT-qPCR en PBMCs. En estos estudios se encontraron niveles aumentados de FTO y
METTL3, pero se reportaron niveles contradictorios de ALKBH5, encontrandose tanto un aumento como una
disminucion de sus niveles de transcrito [137, 138]. En GSL solo se han realizado analisis de datos de
microarreglos, sin la validaciéon a través de RT-gPCR de los niveles de transcrito de estas enzimas,

encontrandose 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 proteina de esta maquinaria enzimética

asociada a mbA, asi como de la lectora hnRNPA2B1.

Ademas, en esta tesis se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de transcrito de
METTL3 y ALKBH5 con parametros clinicos como la presencia del autoanticuerpo anti-Ro/SSA vy el score de
foco. Esto se encuentra en concordancia con las correlaciones clinicas encontradas entre los niveles de
transcrito de estas enzimas y parametros clinicos de AR y LES [65, 66, 132, 134] y lo observado en relacidn con
los niveles de METTL3 y ALKBH5 en PBMCs de pacientes con SS, los cuales correlacionaron con caracteristicas
clinicas como los niveles de proteina C reactiva o con los niveles de sequedad ocular[137, 140]. Estos hallazgos
sugieren una posible asociacién entre estos indicadores que reflejan inflamacién y autoinmunidad y los niveles

de la maquinaria enzimatica de m6A, pero ademas sugieren un rol relevante en la fisiopatologia del SS.

Sumado a estos hallazgos, se encontré que tanto las células acinares como inflamatorias de las GSL de
pacientes con SS expresan METTL3, METTL14, FTO y ALKBHS5, siendo esta la primera vez que se caracteriza la
localizacién de estas enzimas en estos individuos. La deteccion de marca inmunofluorescente en acinos
permite confirmar la expresidén de estas enzimas en este tipo celular, lo cual es de gran relevancia debido al rol
de las células epiteliales en el inicio y progresion del SS [141]. Se requieren estudios adicionales para establecer
si existen diferencias en la distribucién de esta marca entre pacientes con SS e individuos controles, asi 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 localizacion
principalmente nuclear permite hipotetizar que estas enzimas podrian tener un rol en la regulacién de la

metilacion 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 proteina de METTL3 y los niveles de transcrito de ALKBH5
correlacionaron de manera significativa con la activacién de la via de IFNs I, asi 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 proteina 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 transcripcion STAT1
predichos en su promotor, ninguna de estas enzimas pose elementos ISRE, por lo que es probable que la
sobreactivacién de la via de IFNs | no sea la principal responsable de la regulaciéon de los niveles de estas
enzimas, y los cambios observados en GSL de pacientes con SS se deban a la accidn de otros mecanismos. Por
ejemplo, tanto para METTL3 como para ALKBH5 se han reportado mecanismos de regulacidn transcripcionales
como hipermetilacion del promotor y modificaciones de histonas, asi como mecanismos de regulacién

postranscripcionales como miRNAs y IncRNAs que afectan sus niveles [142, 143]. Por otra parte, se ha descrito
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por ejemplo que la SUMOQilacién de METTL3 puede reprimir su actividad enzimatica sin alterar su localizaciéon
[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 podrian afectar la colocaciéon o remocidn de

mM6A en pri-miRNAs.

Por otra parte, también se caracterizaron los niveles de transcrito y proteina de la desaminasa ADAR1,
ya que se ha reportado que la edicién de pri-miRNAs por esta enzima altera el procesamiento de pri-miRNAs
por el complejo microprocesador, generando la disminucién de los niveles de miRNA maduro [145]. En esta
tesis se encontraron niveles aumentados de transcrito y proteina 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 estd
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 proteina estas isoformas. Ademas, se
encontrd una correlacion 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 asociacidén entre estos
pardmetros clinicos que reflejan inflamacién y autoinmunidad y los niveles de ADAR1p150, reflejando un
posible rol en la fisiopatologia del SS, como se encontré en AR en dénde los niveles de edicidon generados por
niveles aumentados de esta isoforma se asocian a la respuesta a tratamiento y a la expresién de marcadores de

inflamacion [70]

También se encontré 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 localizacidon de estas enzimas en estos
individuos. Si bien a través de esta técnica no se puede diferenciar una isoforma de la otra, la deteccién de
marca inmunofluorescente en acinos permite confirmar la expresidon de estas enzimas en este tipo celular, y su
localizacién nuclear permite hipotetizar que estas enzimas podrian tener un rol en la regulacién de la

metilacién 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 correlaciond de manera significativa tanto con la
activacidn de la via de IFNs I, asi como con la disminucidn del hsa-miR-145-5, sugiriendo una posible asociacién
entre estos hallazgos. A diferencia de lo ocurrido con la maquinaria m6A, al estimular células HSG con IFNs I si
se encontré un aumento en los niveles de transcrito y proteina de la isoforma ADAR1p150, reproduciendo los

hallazgos realizados en GSL de paciente con SS. Esto sugiere un rol de esta citoquina en la modulacién de los
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niveles de esta isoforma y que podria 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 silencié de manera
especifica a través de siRNA en células HSG estimuladas con IFNs I. Los resultados evidenciaron que la
disminucion 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 | y favorece la disminucién de sus blancos MUC1 y
TLR4, aunque para MUC1 estos cambios no fueron estadisticamente 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 metilacién del promotor del hsa-miR-145-5p [146] o la
disminucién de la interaccién de factores de transcripcion como p53 con elementos de respuesta presentes en
el promotor del hsa-miR-145-5p [147]. También se incluyen interacciones con IncRNAs como PCAT y PVT1 que
actuan como esponjas del hsa-miR-145-5p [92, 111]. Sin embargo, estos mecanismos no explicarian por
completo los niveles aumentados de pri-miR145 encontrados en GSL de pacientes con SS que sugieren una
disminucién en su procesamiento. Por otra parte, se han reportado alteraciones en el procesamiento del pri-
miR-145 debido a la interaccién 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
DGCRS8 [149] Sin embargo, también se han descrito efectos independientes de la actividad editora de esta
enzima en donde la interaccion de ADAR1 con el pri-miRNA impide el procesamiento por el complejo
microprocesador [150]. Ambos mecanismos llevan a una acumulacién del pri-miRNA y a la consecuente
disminucién 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 especifico involucrado en esta via
debido a la incapacidad de detectar el pri-miRNA en células HSG, estos hallazgos permiten sugerir un rol de
ADAR1p150 en la disminucidn mediada por IFNs | del hsa-miR-145-5p, y que podria estar asociado a
alteraciones en el procesamiento de este precursor, lo que explicaria los niveles aumentados de pri-miR-145

encontrados en GSL de pacientes con SS.

La tendencia a la disminucion 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 regulacion de estas moléculas y realza
la importancia de su estudio para abrir nuevas posibilidades de tratamiento e intervencién terapéutica para
pacientes con SS. Esto, ya que durante la Ultima década se han descrito diversos mecanismos que permiten

reestablecer los niveles de miRNAs en los tejidos de manera especifica. Entre estos mecanismos se encuentran
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tanto la entrega de miRNAs mimic o inhibitor de manera célula especifica a través de particulas lipidicas o
vectores virales y la modificacion del procesamiento a través de moléculas pequefias y la transferencia de
precursores como pri-miRNAs [120]. Varias de estas terapias se encuentran en fase | o Il de estudios clinicos
[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 disminucion de marcadores inflamatorio en modelos celulares [151], asi como la
transferencia a través de liposomas del hsa-miR-145 en psoriasis [152]. Ademas, el estudio de los mecanismos
que llevan a su disminucidn es relevante, ya que permitirian escoger la terapia mas adecuada. Esto ya que, en
este caso en particular, la transferencia de pri-miRNAs o la induccién de la transcripcidn a través de farmacos
no tendrian utilidad ya que las alteraciones en el procesamiento seguirian 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, hibridacion in situ. Esto permitiria, ademas de evaluar la contribucién
de los niveles alterados de estos RNAs en cada tipo celular, la determinacién de los compartimientos celulares
en los cuales se podria estar acumulando el pri-miR-145. También es necesario determinar los mecanismos a
través de los cuales ADAR1p150 podria estar contribuyendo a la disminucién de los niveles del hsa-miR-145-5p,
asi como evaluar sus niveles proteicos luego del silenciamiento con siRNA. No obstante, los hallazgos obtenidos
permiten proponer un modelo en déonde niveles elevados de IFNs | y la sobreactivacién de su via inducen un
aumento de la isoforma de ADAR1 ADAR1p150. Esta isoforma disminuiria el procesamiento del pri-miR-145
debido a ediciones en su secuencia o interacciones que impiden el reconocimiento por el complejo
microprocesador, generando su acumulacién y la disminucién de los niveles del miRNA maduro. Niveles
disminuidos del hsa-miR-145-5p contribuirian a los niveles elevados de MUC1 y TLR4, lo que a su vez

favoreceria la perpetuacién del estado inflamatorio y disfuncidn glandular (Figura 30).
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Figura 30. Mecanismo propuesto para la regulacion postranscripcional del hsa-miR-145-5p a través de la modulacion dependiente de
IFNs | de ADAR1p150 y su rol en la modulacion de MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes con SS. Niveles aumentados de IFNs | inducen una
sobreactivacion de esta via en GSL de pacientes con SS a través de la dimerizacion de las subunidades del receptor de IFNs | (IFNAR y) la
activacion de las tirosinas quinasas citoplasmaticas asociadas al receptor JAK1 y TYK2. La activacidn de estas tirosinas quinasas inducen
el reclutamiento y fosforilacién de las proteinas transductoras STAT1 y STAT2. Ambas proteinas 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 | 0 ISGs como ADAR1p150, induciendo su transcripcién. Niveles aumentados de ADAR1p150 podrian 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 enzimatica. El procesamiento disminuido del pri-miR-145 provocaria su acumulacion y la consecuente
disminucién del miRNA maduro hsa-miR-145-5p. Finalmente, niveles disminuidos del hsa-miR-145-5p contribuyen a la sobrexpresion de
MUC1 y TLR4, favoreciendo la perpetuacion de la inflamacion y disfuncidn glandular. En lineas enteras rojas y letras rojas se muestra los
resultados obtenidos en esta tesis en donde se pudo demostrar causalidad. En lineas rojas punteadas se muestra resultados de esta
tesis, pero para los cuales solo se ha observado asociacion. En signo de pregunta se describen mecanismos posibles para el rol de
ADAR1p150 en la regulaciéon de miRNAs descritos en la literatura pero que no se estudiaron esta tesis. Lineas negras muestran procesos
descritos en la literatura. Creado con Biorender.
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CONCLUSIONES

Los resultados muestran que los niveles aumentados de IFNs | y la sobreactivacidon de su via inducen
una disminucién de los niveles de hsa-miR-145-5p maduros. Esta podria estar asociada a alteraciones en el
procesamiento del pri-miR-145 producto del aumento de ADAR1p150 y tiene como consecuencia el contribuir
a la sobrexpresion de MUC1 y TLR4. De esta forma, se confirma la hipdtesis propuesta en esta tesis. Estos
resultados contribuyen a aumentar el conocimiento acerca de los mecanismos mediante los cuales los IFNs |, a
través de la regulacion del hsa-miR-145-5p, contribuirian a la disfuncién glandular. Esto abre nuevas opciones
de blancos de intervencion terapéutica que en un futuro permitirian restablecer los niveles de proteinas como
MUC1 y TLR4, para disminuir la inflamacion 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 comprension de los mecanismos asociados a la
diminucidn del hsa-miR-145-p y como esta disminucion puede contribuir en la sobrexpresion de blancos de alta
relevancia en la enfermedad, como MUC1 y TLR4 en GSL de pacientes con SS. Pero ademas 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 | (IFNs 1), resultaria interesante emplear estrategias
experimentales que permitan secuenciar el pri-miR-145 en células estimuladas con IFNs |, con el propdsito de
evaluar si se producen cambios de adenosinas a inosinas. En caso contrario, si esto se debe a efectos de
interaccion de esta isoforma del pri-miRNA, se podria llevar a cabo una inmunoprecipitacion de RNA (RIP)

utilizando anticuerpos dirigidos contra ADAR1, a fin de detectar el pri-miR-145 en el inmunoprecipitado.

Por otra parte, realizar una hibridacidn in situ del pri-miR-145 en conjunto a inmunofluorescencia para
detectar ADAR1 nos permitiria determinar en qué compartimiento glandular (epitelial o inflamatorio) esta

ocurriendo la acumulacidon del pri-miR-145 vy si esta ubicacién se condice con la localizacién de ADAR1.

Finalmente, considerando las diversas estrategias desarrolladas para modificar selectivamente los
niveles de miRNAs y pri-miRNAs en tejidos especificos, seria interesante evaluar el efecto de la modulacién de
estos oligonucledtidos en las glandulas 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 disminucién de la inflamacién y

disfuncién glandular.
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ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 26 de abril de 2016, o Comité de Etica de [mestigacion en Seres Humancs de la
Facultad de Medicing, LUniversdad de Chile, nbegrado por los siguientes mismbres:

Or. Manuel Dyarzin &, Médico Neumdloge, Presicdenie

Prof, Gima Rainenl B, Sbogado y Enfermera-fiatrana, Mg, Biodtica, Secretaria Ejeculiva
Dr. Huga Amiga ¢, Ph, D, Especialists en Salud Piiblica

Dra. Lucia Cifuenbes 0., Médios Genelista

Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad

Ora. Gricel Orellana, Médicn Neuropsquaira

Frof. Jlicta Gonaslez B, Bidloga Celular

Dre. Maria Angela Delucchi Biooochi, Madics Pediatra Mefrdlogo.

Dr. Migued O'Ryan, Medico Infecoikogo {miembro suplents)

Ha revisada el Proyects de Investigacién titulade: “CYTOKINES INDUCE ALTERATIONS IN
STRESS RESPOMNSE PATHWAYS OF THE ENDOPLASMIC RETICULUM IN SALIVARY GLANDS
OF SIOGREN'S SYNDROME PATIENTS: CAN THESE BE MODULATED BY EPTGEMNETIC
MECHANISMS?" vy cuyo investigador responsabéz es la Dra. Mara Julieta Gonzalez, quien
desempefia funcones en e Programa de Biologia Molecular y Celular, ICBM de la Facultad de
Medicing ce la Universidad de Chilg,

El Comité revisd los siguientes documeantos del estudio:

. Proyecto oe investigaciin & extenso,

CV gl investigador respensatis p do los Co-fnvestioadine,

Carfa oe arepdacidn o (25 swondaces do ks ebtuciones en gue se realizard & astuio,
Cansenfimenio fafamado varsida 1.2, Final 07 de giclemibye e J0TE,

Larta compromiss S nwestiador paa somncar s resuifacns o' esfade g ver
Fralizado dsfe.

El propecto y los documentas sefialados en el pdrrafo precedente han sido analzados a b iz de
los postulados de la Dedaracion de Hekinki, de las Paustas Eticas Intemacicrales para b Investigacan
Biomedica en Senes Humanas CIOMS 2002, y de las Guias de Buena Practica Clinica de TCH 1996,

Sobre la base de esta informadidn e Comité de Etica de Investigaddn en Seres Humanos de la

Facultad de Hedicing de la Univarsicad de Chile 52 ha proruncads de la sguiente manera sobre los
aspectos del proyedtn que & continubcidn se sefialan:

1) Caracter de @ poblacion estudiada; Mo cautiva, no terapéutica,
b) Uliidad del Provecta: Si.
] Riesgos v Benefickos: Balanoeadas.

d) Probaccitn de los panicipantas (asagurada por al Consenfimianto infarmada): SI.

Teldfono: 29789538 - Email; comitecaish@med. wchile. of
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e) Motificacitn oportuna de rescdones adverses: Mo aplica, sdlo e hard e biopsia de labio
quie &5 para el manejo dinko del pacente.

fi Bl investigador responsable s ha comprametido a antregar los resultadas del estudio a este
Camitd & fnalizar & proyecto, S

For ko tantn, ol comite estima que &l estudia propuests estd bien justificads v gue no significa
para los sujetos involucradas riesges fisicos, paquicsd o sociales mayares gue minimoes.

En wirtud de las consideraciones anberiores ef Comiké otorga la aprobacidn ética para ba
realizacidn del estudio propussto, dentro de las especificaciones del protoooda,

52 extende estn documento por el perodo de un &ic 8 contar desde |a fecha de aprobadon
prarmogable segin informe de avance y segquimients bisdtico.

Luger de realizaciin del estudio:

& Chrics INDISS

= Escuela de Odonkologla, Universidad Mayor

+ Laboratorio Bologia Celuar, Programa de Biclogia Celular y Moleculer, ICEM,
Facultad de Medicna, Universidad de Chile,

Santiaga, 26 de abril de 2016,

Secretaria Ejecutiva CEISH

GREfmI.
e = Archien Proyecto 89 0LD -20046.
- fecta W D03

Teléfone: 29789536 - Emall: comiteceish@med. uchile.cl
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“Citogquings fmducen olteracianes en los was g8 fespuedta & estrdd de reticile endopldsmico en
pldndulas salivales de pocientes con sindrome de Sidgren: (Pueden estos alteroclones ser
modwlodas por mecanitmos epigendticas

levestigadar Responkable:

.+ [ra. Maria Julleta Gonmdber Burgos, CEM, Facultad de Madicing, Unbeersidad de Chile, Tel
1FATAELTT, e-miad: lponcale@medaichile.cl

Lo-inpestigsdoras:

+ DOr. Sergio Apuilera Cowarrubins, Reumetologla, Clinica IMDIS&, Tel F77955897, e-mail:
ebrpihusEgmallcom
Or. Claudia Molina Castillo, Escuela de Ddontologh, Universidad Mayor, Tel 223281771, e-mail:

¢l menlinadP gmail com
. Sprgio Gonndler Providell, Escuela de Odonbologla, Unversidad Mayor, Tel: 223381771, e-mail:
serplogpravidelliiyah o, cam

+ [Dra isabed Castro Massd, Departamento de Tecrakagia Madica, Faculted de Medicng, Universidad de
Chile, Tel: 229TBAEEE, e-rad- hv_cavtra@sned, uchile.cl

Inxitaciin a participar
Le estamas ivitando 4 participar en el proyecta de investigacién “Citaguings inducen alteracianes

&n g wios de respuesio o estrds de retfouin endaplitinice @ glinowhal saualel de pacienies can dadramss
de Sogren: Pueden esfos ofenocioned doF mddiindas por metanismos @pipendificodr™, Nuasirn aguipn
dirige una irvestigacdn que buica fomprender log mecanismas oelulares y molsiulares que poedan
explicar la pérdida &n b produccidn y calidad de saliva an ks padertes can sindrome da Sjigran. En oot
documentio = explcan los benaficics ¥ riesges de la participacin am este estulfio para quse usied tome una
decisiin infarmada, Al final del decumente hay un anexo donde se explica 1. (0ué o5 ol Sndrome de
Siligren? 2, Roca Seca v 3, A06mo so hace ol diagndstico?

Objetivos

El abjetiva de ruestre estudio es imestigar los mecanismos gue pueden explicar la baja produccion
w cambios en la calidsd de la saliva v sensacidn de boca seca gue sufren los pacientes con sindrome de
Sjitgren Su mebdico tratante be solidtd una biopsa, que junte a otros exdmenes, ayudardn a establecer o a
cersgartar si usted padece de psta enfermedad. Esta biopsia es necesania para o oorrecto dagndstico y no
s toma con fires exclusivos para este estudio. En caso gue se confirme o descarte esta enfermedad lo
irsiLamnos & partickpar &n este esbudio.

Procedimientos
5i acepta participar, serd sometido 8 una Bicpsia de glindula salival de bibio, Ls Gicosia & haie &n

un sikdn dental con anestesty local (2l igaal gue cualiuier atendian &n & dentidial, 50 hace un cofa
superficial en la cara interna del lakis infermar [1 a Z cfs) y &8 sacan de 3-6 glanddlas cercanas al sitic del
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caite, cada glancula tiems e tamalfio de wn gramo de arroz. Luego s& colocan puntos (entre 3 a 5] gue deben
retifarse &n una semans, Toda & procedimiente demoea antre 15 a 30 minutes ¥ es ambulatorie, No es
necesario guardar reposa despuots, aungque siodebe tener Blunos cuididos posterioies, tabes come:
corsumir alimentos Trics, cepillade dentsl sumee, Rablar ko menos poslile, La Biapsia serd hecha par
dentisias oan experiendda en esie prooedimienta, Ors, Segio Gonzakz y Claadio Maling, académiges de la
Faoultad de Odontalagia de la Universidad Mayor, El ardlisia de lad misesiras se realizard en el Labaratorio
de Biologia Celular, del Instituto de Clercias Biomédices (ICBM], Facultad de Medicing, Universidad d=
Chile, bajo la direccidn de la investigadora principal de este proyecto, Dra. Maria Julists Gonzdlez.

Previe a la blopsia todos kos pacentes serin someticos 3 un examen médico completo con especial
énfasiz en la parte cardiovascular v de coapulacdn, Le sdrimmtracidn de anestess local ro tiens elecio
securdarios comdmments, socepio &n alguras pedientes que pusden sentirde maresdos. 5 el paciente
sufre de presicn alta se uss snestedia locsl adecuads para esias casas, El pabelde dental donde e realizard
| Bhopsia redne todos los recursos para los sventules casos an guie S8 pressbe algens complicacian,

La biopsia de bio puede causer ocasiconalmente aljure i) de las siguientes molestias;

Hinchaadn y'o tolar, contralable con analgésioos habituales
Langrado o ks formaciden de un pequeia hemalama,
Sersscitn de hormigues en el labio,
+  En muwy raras orasiones, imfeccion.
Sin amhbanga, se tomanin todas las precauciones para prevenir o reducir su aparicén.

Cualquier otrg efecho gue Ud, corsidera que puede derkarse o@ la oma de biopsia debe
comumicarky al Dr, Sergio Aguilera [227955897Clinka INDISA, Z23354979%-Residencal o al Dr. Sergio
Geredler |Teb-Urivarsidad Mayer, 7373781771; Calular 75725731)

Cogios

La toma de b biopsia, ks contrales médico—odontaldgions, o procesamients de las gdndulas
iglivales |akiales y &l infanms histepatoldgics no tendra ningin codto pars s paciantes qis participen an
el estudio, Las muestres procesedss de las gindidas salales y las plecas histoldgices pars andlisis
rRchodedpics estaaan & disposicdn de los paclentes y de sus mddicds [ratantes gue svwenfualments las
soficiten (Teléfona: F2OTS65R1)L Lo evalacitn chnica habihual de esta enfermedad v afres exdmenes
PEIREATIGS y propeos de su enfermedad, deberdn ser financizdos por o pacianta y 5u sistema previsanal.

Baneficios

Ademids del beneficie gue este estudio significard para el progreso del conocimlerto v &l mejor
tratamiente de futuros pacientes, su partidpacidn en este estodio traerd, como se indica arriba, el
teneficia de la biogsia & informe de blopsia sin costo para usted, para terer un diagndstico de acuerdo a los
orizerios inferracionales utilimdas actualmente.

Alternathvas

5 usted decide no particpar en esta investigackdn, recibird bs cvaluacdones y tratamiento oue e
aplica habiualmente al resto de los pacientes, b atercidn v dedicacidn entregada por =0 médico tratarte
na serd afectada. En este caso la beopdia serd tormada solamsenbe con fenes diagnésticos § bEnded el costo
kiabitual gue establece pars este tipo de procedimientos el serdicio de diagndstico de la Facultad de
Ddortalogis de s Universidad Mayar,

Lompansadicn
Listied mo fesilied ningunn Comperacidn soandmicn por s participn cidn en el estudio,
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Confidercialidad

Toda la informacitn derivada de su parficipacidn en este estudio serd comservada can estricta
corfldenclalidad. Cada participante tendrd un codigo, =l que s= establecerd previo a b obtenodn de los
dates, En cualquier publicacidn o comunicacidn cientifica de fos resultados de 3 imeestigacidn, no se
entregardan detales gue purdan inwalucrar b privacidad o permitic la idertificaddn de jos participantes. E|
personal de colaborscidn serd entrenads pera cue obseree un comportamients dtico respecio de la
nfoamacidn di los participanted,

D fa biopsia estraida se oblerdrd material gendtica [DNA] gue s Ailicard en su lalidad en este
eshudio,

Toda ks infapmacian v el material de estudio seran manteridos en lhigenes prategadas, en foma

totalmente conflidendial, & profesions reipansable del resguardo da las muediras a5 la Dra, Maria lulieta
iGoneiles,

Ukos potencisles de los resultados de |a investigacidn

L= plimdufas salivales labiskes obiemidas v oo dabos entregades serdn wilizados sdla para kas fines
de la investigadidn v divulgacidn demtifica de los resultadas, Bn caso de qiee estas glondulas pissdan usarse
w0 ofras sxtisdiod, i salicitard un nusya corsentimisnto @ los pantidpantes,

Vohuntariedsd

Su participacsdn en esta imestigacidn &5 totalmente volundaria v se puede retirar en cualguer
memern comuricindalo @l irsestigadar y & su misdioo tratants, singue &a signifipus modicacionss an el
istudio y bratamiento habifuales de su enfermedad.

Camplicaicnas
En la ewentuabdad de gue usted presemte complicadones directameste relacionadas on k@

pilmmikiracitn de anestesia local o del procedimiento de biopsia, usied recibicd & tatamiento médioo:
gdantaldgion apertund para dicha complicackdn, en & msmo pabelldn donde se realizard la biopsia, y sin
ot ko pars U4, o su sistema previsional, Fsto no incliys lis complicacionss progias del curso raturl
die sy enfermedad,

Derechos ol participanta
Usted recibira wna copla integra y escrita de este dooumento firmado. 51 vsted requiere cualouer

cira infarmackdn sobre su partidpaciin en este estedio puede comenicarse con:
Irwastigador Frircipal: Maria Julieta Gorzdber Burgos, fono 2X9YHE0LT, &-mail: jgponzale@med udhlle.cl
Autoridad de b frstrbocién: Drae Carmen Larrafiags, forsa 229786067, e-mail: clrmna@mediuchile.cl

Las placas histopatoldgicas wio capias de ki inlormes de biapsdas estarkn o dispotician de log
pacientes ¥ de sus médicos tratantes que eventualmente las solidten al investigador responsable.

Darcs Derechos del participante

En caso de dudas sobre sus derechos debe camunicarse con el Presidente del “Comité de Ptica de
Imvestigacian  en Seres Humeanos®, Df Manuel Oyariin G, Teldfona: 229788536, Emait
comitecesh@med.wchilecl, cwym oficing & encuentra ubicads s un costado de la Bbliob=ca Central de ks
Facultad de Medicra, Unhverdidpd d& Chile en Ay, independertia 1027, Camuing de Irdepardencia

<6 Ay a1

94



25 4R o

Conchusién

Oespuis de haber recibido y comprendido la informacidn de este documento y de haber padido
aclarar todas mis dudss, otorgo mi consemtimiento para partidpar en el proyecho “Clogquinas inducen
olErackanes & las Wird o refpursta @ esinds o reticeds endapidemico en gldnowies salvoiles de pocientes
con sindrame de Gigren: Puedes estas alteraciones s moduirdas por macanismas epigendticos

fomibre del participamte Firma Fecha
RLIT:
Mombre del informante Firmma Fecha
RUT:
Hambre del investigador Farmna Fecha
AUT:

5i se trafa de un pacients con discapacidad psiquica o intelectual. regstrar nombee del paciente v de su
apaderado, en cumplimiento articulo 28 ey 20,584,
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i e ol sindrome de 5jogren?

El sindromae de Sjogren s una enfermedad crénica, sistémica y auioinmune, en la cual bas
glibulps blancos (sjemplo linfooitos) equivecadamente invaden las glindulas prodoedtoras de
Bagrimas y safiva, cousando inflamacion ¥ disminuyendo la secrecidn. La edad de las
mapifestationes de los sintomas y signos es por lo general alrededor de los cuarenta afios, y el
90 de bos pacientes con sindrome de Siigren som mujeres. Este sindrome fue inicialmente
caracterizado v diagnosticado por el médico sueco, Dr, Henrik Sjdgren, en 1933, Los padientes con
sindrome de Sigren tambin pueden tenor atras enfermedades autoinmunes asaciadas, tales
COP0 Brtrits reumatoddes, lupws sstémico y esderndermia, cuando esto ocure se llama sindrome
de Sjogren secundanio, s no exdste otra enfermedad autoinmune se lama sindrome de Sjogren
primario, Aunque o caracteristico de este sindrome 25 la ssguedad de los ojos y boca, tmbeén
puede causar seguedad de otros drganos y &hectar rifones, sstema gastroinbestng], waios
sanguineos, pulimones, higads, pAnohess, y sistema nervioso, Muchos pacientes sulren de fatiga y
dolores articulares. Esta e una enfermedad seria, pero peneralmente no es fatal. Un porcentaje
menar [10%) de los pacientes pueden complicarse v desammallas wn cdncer [Binfoma), Las causas no
& conocen, pero hay evidencias que las infecciones wirales, la herencla v las hormonas pueden
contribuir a oripinar esta enfermedad.

Boca Seca

Un simtarma caracberistion del sindrome de Sjigren @8 la boca seca. Generalmente causada
por disrminucion en la cantidad w'o calidad de ka saliva. Casi todos bos paceentes con esta
effermedad sienten algln grado de sequedsd de ka baca

La boca seca pueds tener muchas causas, tales como: 1. uso prolongado de medicamentos
(ejemphe, dieréticos, anti-histaminicos, anti-depresives) 2. Enfermedades cromces (sindrome de
Sjagren, hepatitis C, diabetes, depresion].

L saliva e< i fluido que protegs v lirmpia la muooss oral, sywda & masticar, ragar y halbdar,
protege lod diented contra a5 caries, pratege contra las infecoones v syuds & senti el sabor de ks
alirmenbos.

Par las importantes funciones gue cumple la saliva en nuestra vida diaria es rebevante
determinar la causa de la boca seca.

iChmo se hace &l diagndstica?

El sindroare de Seigren no es facl de disgnosticar v con frecuenda s mal disgnosticado.
Los sintomas pusden confundirse con ofras enfermedades, coma Lupus, fibromialgia, artritis
rewratoidea, entre otras.

El diagndstico del sindrome de Sjigren se basa en la historia clinica y kos signos y sintomas
ded paciente, por ejemploc 1. presenda de dequedad de boca o en otros sitios, tales como ajos,
wagina, piel, 2} crecimiento (hinchazdn) de pléndulas pardtidas yfo submaxilares, 3) fujo salival
slterado, 4} cntigralia alterada y 5} biopsia de gldndulas salivabes de labio alierada,

Los examenes fundamentales para apoyar el diagndstice son |3 presencia de alpumos
marcadones sanguineas como anti-Ro (55-A) y anti-La [55-8], ¥ la biopsia de lablo con inflamacian,
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