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Introduccion. El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmunitaria cuya gravedad varia
segun la raza, el sexo y la edad de aparicion. Esta disparidad también se observa en los marcadores
genéticos asociados con la enfermedad presentes en los genes PTPN22, VDR y TNF. La estratificacion
genética que presentan las diferentes poblaciones en el mundo puede influir en dicha variabilidad.
Objetivo. Analizar la asociacion de variantes genéticas de los genes PTPN22, VDR y TNF con nefritis
lipica en nifios y su caracter de hereditarias en familias colombianas.

Materiales y métodos. Se llevd a cabo un estudio basado en familias con 46 trios (caso, padre y
madre). Se hizo la genotipificacion de las variantes rs2476601 de PTPN22, rs361525 y rs1800629 del
TNF, y Taql [rs731236], Apal [rs7975232], Bsml [rs1544410] y Fokl [rs2228570] del VDR, mediante
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (quantitative Polymerase Chain Reaction, gPCR). Se
estimo el efecto de la transmision del alelo de riesgo de padres a hijos y el desequilibrio de ligamiento
de los loci VDR y TNF.

Resultados. Se observé que el alelo A de rs2476601 en PTPN22 se distribuyé en 8,69 % (n=16) de
los padres y en 19,5 % (n=18) de los casos, y que su transmision de padres a hijos fue 17 veces mayor
con relacion al alelo G (p=0,028). Los polimorfismos de TNF y VDR no presentaron desequilibrio de
transmision. Las variantes Taql, Apal y Bsml del VDR presentaron desequilibrio de ligamiento.
Conclusion. Estos hallazgos evidenciaron una asociacion del polimorfismo rs2476601 de PTPN22
con la nefritis lGpica en nifios, determinada por su transmisién en el grupo de familias estudiadas.

Palabras clave: lupus eritematoso sistémico; nefritis lUpica; desequilibrio de ligamiento; estudios de
asociacion genética.
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Association of polymorphic variants of PTPN22, TNF and VDR genes in children with lupus
nephritis: A study in Colombian family triads

Introduction: Systemic lupus erythematosus is an autoimmune disease in which the severity varies
according to race, sex and age of onset. This variation is also observed in the genetic markers
associated with the disease, including PTPN22, VDR and TNF genes. The genetic stratification in
different populations worldwide can influence the variability.

Objective: To analyze the heritability of PTPN22, VDR and TNF genetic variants and their association
with pediatric lupus nephritis in Colombian families.

Materials and methods: We conducted a family-based study including 46 triads (case, father and
mother). The variants rs2476601 of PTPN22; rs361525 and rs1800629 of TNF, and Taql [rs731236],
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Polimorfismo de PTPN22, TNF y VDR en nefritis |Upica en nifios

Apal [rs7975232], Bsml [rs1544410] and Fokl [rs2228570] of VDR were genotyped by qPCR. The
effects of overtransmission of the risk allele from parents to children and linkage disequilibrium at the

VDR and TNF loci were estimated.

Results: We found that allele A of rs2476601 in PTPN22 was distributed among 8.69 % (n=16) of the
parents and 19.5 % (n=18) of the cases; this allele was overtransmitted from parents to children 17
times more often than the G allele (p=0.028). TNF and VDR polymorphisms did not exhibit transmission
disequilibrium. VDR Tagl, Apal and Bsml variants exhibited linkage disequilibrium.

Conclusion: These findings showed an association between the PTPN22 rs2476601 polymorphism
and pediatric lupus nephritis due to its overtransmission in the group of families studied.

Key words: Lupus erythematosus, systemic; lupus nephritis; linkage disequilibrium; genetic

association studies.
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El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad
cronica de caracter autoinmunitario caracterizada
por la produccion de autoanticuerpos (1,2). Quienes
lo padecen pueden presentar una amplia variabili-
dad clinica o de ‘endotipos’ debido al compromiso
de mudltiples sistemas del organismo. En diversos
estudios se ha demostrado que el compromiso
organico y la gravedad de la enfermedad varian
segun el grupo étnico, el sexo y la edad de aparicion
(3,4). Se desconocen las causas de la enfermedad,
pero se ha demostrado su vinculo con factores
hormonales, genéticos y ambientales (5-7).

Por otra parte, entre 10 y 25 % de los pacientes
adultos con lupus eritematoso sistémico pueden
desarrollar insuficiencia renal, mientras que cerca
de 75 % de los nifios que lo padecen desarrollan
algin grado de compromiso renal y, en algin
momento de su evolucién, aparece la nefritis lUpica
(8). Las formas proliferativas de esta condicién, es
decir, los tipos Ill, IV y V, son las mas comunes vy,
a la vez, las mas graves, pues pueden evolucionar
hacia una nefropatia terminal (9).

En reportes previos, se ha demostrado el papel
de algunas variantes genéticas presentes en los
genes PTPN22 (10,11), VDR (12,13), TNF (14,15),
y HLA (16,17), entre otros (18), como factores de
riesgo o de proteccion en los diferentes endotipos
de lupus eritematoso sistémico, incluida la nefritis
lGpica. La mayoria de estos estudios emplean un
disefio de asociacion genética de casos y controles
para la deteccion de factores genéticos asociados
a una enfermedad en particular (19,20). El grado
de asociacion detectado con este método depende
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de que el alelo identificado confiera propension a
la enfermedad, aunque también puede ocurrir que
el alelo se encuentre en desequilibrio de ligamiento
con un alelo del verdadero gen de propension (21).
Este enfoque metodoldgico puede arrojar resulta-
dos erroneos debido a variables de confusion,
como la estratificacién poblacional, especialmente
cuando se estudian individuos con caracteristicas
multiétnicas como en el caso de las poblacio-
nes latinoamericanas (22). Los estudios basados
en familias ofrecen una alternativa exenta del
efecto de confusion debido a dicha estratificacion
poblacional (23).

En el disefio de trios de casos y padres, se
seleccionan las familias a partir del caso indice y
se obtiene informacion de ambos padres, quienes
presentan una estratificacion poblacional similar
a la de su descendencia (24,25). En este tipo de
estudios, se puede emplear el test de desequilibrio
de transmision, con el cual se evalla la transmision
de alelos de los padres heterocigotos a los hijos
enfermos (26). En pocos estudios se ha empleado
este tipo de disefio en el estudio de marcadores
genéticos asociados con la nefritis lUpica en nifios,
especialmente en Colombia.

El objetivo del presente estudio consistié en ana-
lizar la asociacion de variantes genéticas de los
genes PTPN22, VDR y TNF-a con la nefritis lUpica
en nifios y su caracter de hereditarias en trios de
familias colombianas con un caso indice de dicha
enfermedad.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Se hizo un estudio de asociacion genética con 46
trios en un contexto familiar. Solo se incluyeron
familias en las que ni el padre ni la madre referian
antecedentes personales de enfermedades auto-
inmunitarias. El diagnostico de lupus eritematoso
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sistémico se determind por la presencia de, al
menos, cuatro de los 11 criterios propuestos por el
American College of Rheumatology, presentes en
secuencia o simultineamente durante el tiempo de
observacion del individuo (27). La edad de inicio
de los sintomas de la falla renal se tuvo en cuenta
para establecer la presencia de nefritis IUpica en
los nifios.

Extraccion de ADN gendmico

Un equipo compuesto por flebotomistas, inves-
tigadores y médicos, se encargd de recolectar 10
ml de sangre venosa periférica por participante
en tubos Vacutainer con EDTA dipotésico (Becton
Dickinson & Company, Franklin Lakes, USA, Ref:
367856), para la obtencion de suero y posterior
extraccion de ADN genomico. Las muestras se
tomaron en ayunas, antes de las 7 a.m.

El ADN se extrajo a partir de la fraccion leuco-
plaguetaria (buffy coat) de la muestra de sangre
anticoagulada, usando el protocolo de salting out
modificado y sometiéndola a precipitacién con per-
clorato de sodio (28). La concentracion y la calidad
del ADN se midieron mediante el espectrofot6-
metro Nanodrop 2000/2000c (ThermosScientific™,
Waltham, MA, USA). Las muestras de ADN
gendmico y de suero se dividieron en alicuotas y se
almacenaron a -70 °C hasta su posterior analisis.

Genotipificacion de los polimorfismos de
nucleétido simple

Se hizo la genotipificacion de los polimorfismos de
nucledtido simple (SNP) rs2476601 de PTPN22,
rs1800629 y rs361525 del TNF-a, y Taql [rs731236
AIG], Apal [rs7975232 AJ/C], Fokl [rs2228570
A/G] y Bsml [rs1544410 C/T] del VDR mediante
PCR cuantitativa (QPCR) utilizando los estuches
comerciales TagMan® SNP Genotyping (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA)y ABI Prism
7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
en un volumen total por reaccién de 5 pl (2,4
de ADN en una concentracién aproximada de
10 ng/pl, 2,5 pl de Master Mix-2x y 0,125 pl de
sondas Tagman Genotyping-40x especificas de
cada SNP). Todas las reacciones de PCR se
hicieron por duplicado. El programa de ciclos
consistié en uno inicial de 10 minutos a 95 °C,
seguido por 40 de 15 segundos a 92 °C y un
minuto a 60 °C. La asignacion genotipica se hizo
autométicamente mediante la aplicacion Allelic
Discrimination del sistema Applied Biosystems, con
una calidad de amplificacion mayor o igual a 90 %
por muestra. Todas las muestras se analizaron
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por duplicado para evitar errores de genotipifica-
cion; ademas, se verificd que no se presentaran
inconsistencias mendelianas.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico consisti6 en determinar
las frecuencias alélicas y genotipicas mediante
el programa estadistico SPSS®, version 20 (IBM
SPSS Statistics 20%; IBM Corp., USA). A estas fre-
cuencias se les estimo la desviacion del equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W), empleando el programa
Arlequin, version 3.5.

La segregacion de los SNP de PTPN22, VDR y
TNF se hizo mediante pruebas estadisticas del
desequilibrio de ligamiento, como son el D" y el r?,
y la transmisién de estas variantes de los padres
a los hijos mediante el test de desequilibrio de
transmisién. Para estos analisis, se empleo6 el pro-
grama Haploview 4.1. La significacién estadistica
se establecié como un valor de p<0,05.

Consideraciones éticas

Todos los participantes mayores de edad apro-
baron, mediante consentimiento informado escrito,
su participacién voluntaria en el estudio, asi como la
de sus hijos, autorizando la obtencién de muestras
bioldgicas (sangre venosa periférica, ADN gendmico
y material genético). El Comité de Etica de la Division
de Ciencias de la Salud de la Universidad del Norte
aprobo la realizacion del estudio.

Resultados

Los casos indice presentaron un promedio de
edad de 16,19 + 3,48 afios. La aparicion del lupus
eritematoso sistémico se dio, en promedio, a los
4,47 + 3,5 afios. Por otra parte, en 35,8 % de estos
casos se registraron antecedentes de enfermedad
autoinmunitaria en varios miembros de las familias.
Se encontré que la distribucion de la enfermedad
dependia del sexo, con una frecuencia mayor en
nifias: 73,9 % (n=34) (cuadro 1).

Distribucidn de las variantes genéticas de
PTPN22, TNF y VDR en las familias de estudio

En cuanto a la distribucion alélica de estas varian-
tes, se observo que el alelo A del polimorfismo
rs2476601 del PTPN22 se distribuy6 en 8,69 %
(n=16) de los padres y aumentd a 19,5 % (n=18)
en los casos. Este efecto también se vio reflejado
en la frecuencia del genotipo homocigoto AA y del
heterocigoto AG, distribuido en 8,6 % y 21,7 % de
los casos indice, respectivamente. Se encontré
que el polimorfismo exhibia equilibrio genético
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Cuadro 1. Descripcion de los casos indice

n=46 %
Sexo
Masculino 12 26,10
Femenino 34 73,90
Edad (media + DE) 16,19 + 3,48
Inicio del lupus eritematoso sistémico (afios) 4,47 + 3,53
Tiempo con diagnostico de lupus 11,91 + 2,88

eritematoso sistémico (afios)
Antecedentes familiares de enfermedad 33
autoinmunitaria

35,87

DE: desviacion estandar

de Hardy-Weinberg en los padres (p=0,689), mas
no asi en la descendencia (p=0,035). En cuanto
a las variantes de TNF-a y VDR, estas mostraron
distribuciones similares entre padres e hijos. Las
variantes del TNF-a no se encontraron en equilibrio
de Hardy-Weinberg en los casos indice (cuadro 2).

Desequilibrio de ligamiento y transmisién
genética de PTPN22, TNFy VDR

Dado que presentaron mas de una variante en
la genotipificacion, se estimd el desequilibrio de
ligamiento de los SNP de TNF-a y VDR, lo cual
permitié detectar un bloque de 1 kb de distancia
gendmica entre los SNP rs731236, rs7975232 y
rs1544410 mediante el método de solid spine, el
cual abarca la region comprendida entre las posicio-
nes 46.525.024 y 46.526.102 del cromosoma 12 del
gen VDR. Estos tres polimorfismos demostraron
un desequilibrio significativo, con un D" de 0,807
y un r2 de 0,538 (figura 1). En cuanto al TNF, se
observd la segregacion de los dos polimorfismos
en un bloque de 3 kb (figura 2).

Asimismo, se evalué la posibilidad de heredar los
polimorfismos determinados por genotipificacion
mediante el test de desequilibrio de transmision
y se demostré que el alelo A de rs2476601 en el
PTPN22 se habia transmitido de los padres a la
descendencia con nefritis lGpica, con una razén
de 17 a 6 veces méas que el alelo G (p=0,028).
La transmisién de padres a hijos de los demas
polimorfismos no fue significativa (cuadro 3).

Discusidn

Este es uno de los pocos estudios en Colombia
con un disefio basado en las familias para evaluar
la asociacion y la posibilidad de heredar variantes
genéticas en los loci PTPN22, TNF y VDR con
propension al endotipo de nefritis lUpica del lupus

eritematoso sistémico en nifics. Este tipo de
disefo es ideal en el estudio de enfermedades

Polimorfismo de PTPN22, TNF y VDR en nefritis |Upica en nifios

Cuadro 2. Frecuencia genotipicay alélica de los SNP de PTPN22,

TNF y VDR
Trios
Padres H-wWt Casos H-Wt
n=92 % n=46 %
PTPN22 [rs2476601]
AA 1 1,08 4 8,69
AG 14 15,2 10 21,73
GG 77 83,6 32 69,5
A 16 8,69 0,689 18 19,56 0,035*
G 168 91,30 74 80,43
TNF [rs361525]
AA 1 1,08 - -
AG 12 13,04 7 15,21
GG 79 85,86 39 84,78
A 14 7,60 0,488 7 7,60 0,00*
G 170 92,39 85 92,39
TNF [rs1800629]
AA - 1 2,17
AG 14 15,2 3 6,52
GG 78 84,7 42 91,3
A 14 7,60 0,00* 5 543 0,013*
G 170 92,39 87 94,56
VDR/Taqgl [rs731236]
AA 48 52,1 24 52,1
AG 34 36,9 17 36,9
GG 10 10,8 5 10,86
A 130 70,6 0,296 65 70,65 0,460
G 54 29,34 27 29,34
VDR/Apal [rs7975232]
AA 21 22,82 10 22,72
AC 48 52,17 23 52,27
CcC 23 25,0 11 25,0
A 90 4891 0,673 43 48,86 0,760
C 94 51,08 45 51,13
VDR/Bsml [rs1544410]
CcC 1 1,09 2 4,44
CT 38 41,7 18 40,0
T 52 57,14 25 55,5
C 40 21,97 0,037* 22 244 0,578
T 142 78,02 68 75,5
VDR/Fokl [rs2228570]
AA 11 11,95 8 17,39
AG 53 57,60 22 47,82
GG 28 30,43 16 34,78
A 75 40,76 0,064 38 41,3 0,926
G 109 59,23 54 58,6

T: test de equilibrio de Hardy-Weinberg mejorado con 100.000 pasos de
la cadena Markov
*: p<0,05

gue aparecen a temprana edad (29). Como se
pudo observar en este estudio, la edad promedio
de inicio de la enfermedad fue a los cuatro afios,
aproximadamente, lo cual aumenta la probabilidad
de que se produzca dafo renal (8).

Se han hecho algunos estudios en poblacién
colombiana sobre la asociacién entre el lupus erite-
matoso sistémico y los polimorfismos de PTPN22
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Figura 1. Mapa pair-wise del desequilibrio de ligamiento de
los SNP delVDR evaluados en los trios. Se detecté un bloque
mediante el método solid spine que recogio la informacion
genética de los SNP Taql, Apal y Bsml. A) Se muestra un
desequilibrio de ligamiento méas marcado entre los polimorfismos
rs731236, rs7975232 y rs1544410, con un D" de 0,852 y una
puntuacion LOD de 16,32. B) En el bloque 1 se observa un r2de
0,485. C) Se observa la frecuencia haplotipica del bloque 1.
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Figura 2. Mapa pair-wise del desequilibrio de ligamiento de
los SNP de TNF evaluados en los trios. Se detecté un bloque
mediante el método solid spine que recogi6é la informacion
genética de los dos SNP de TNF caracterizados por
genotipificacion. A) Se muestra un evidente desequilibrio de
ligamiento entre los polimorfismos rs1800629 y rs361525 con
un D" de 1,0 y una puntuacién LOD de 0,5. B) Se observa un r?
de 0,007. C) Se describe la frecuencia haplotipica del bloque.

(10,11), VDR (12,13) y TNF (14,15). Sin embargo,
hasta la fecha solo en el estudio de Ramirez, et
al. (11), se habia reportado la asociacién del
polimorfismo rs2476601, también conocido como
C1858T, del gen PTPN22. En dicho estudio, los
autores encontraron una asociacion significativa
entre dicho SNP y la propension a esta enfermedad
y a la artritis reumatoide. Cabe aclarar que, en ese
estudio, se empled un disefio de casos y controles
con individuos de diferentes zonas de Colombia.
En el presente estudio, se corrobord la asociacion
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Cuadro 3. Transmision de los SNP de PTPN22, TNF y VDR
segun el analisis por trios

SNP Alelo T:U p
transmitido
PTPN22
rs2476601 A 17:6 0,028*
TNF
rs1800629 G 9:5 0,285
rs361525 6:6 1,0
Haplotipos Frecuencia
GG 0,848 14:10 0,414
AG 0,076 5:9 0,285
GA 0,076 6:6 1,000
VDR
rs731236 17:17 1,000
rs7975232 A 23:22 0,881
rs1544410 T 20:17 0,621
rs2228570 A 27:26 0,890
Haplotipos Frecuencia
ACCG 0,239 20.1:19.0 0,8668
ACCA 0,230 17.2:19.4 0,7148
GATG 0,139 14.4:9.6 0,3284
AACG 0,131 12.6:9.7 0,5508
AACA 0,081 8.7:6.8 0,6338
GACG 0,055 11:7.8 0,023*
GATA 0,050 41:438 0,8033
GCCA 0,023 28:1.4 0,4917
AATG 0,018 05:29 0,1915
GACA 0,015 24:0.8 0,3727

T: alelo que se transmite de padres a hijos
U: alelo que no se transmite de padres a hijos
*: p<0,05

observada para este polimorfismo y la nefritis
lGpica en nifios de familias colombianas; ademas,
se describi6 la forma en que el alelo de riesgo es
heredado de padres a hijos. En las publicaciones
sobre marcadores de propension y nefritis lUpica
en nifios, no se han presentado resultados que
asocien este polimorfismo con un efecto funcional,
como tampoco se ha encontrado su asociacion con
algun subgrupo de la enfermedad.

En este estudio, no se evidencié ninguna asociacion
entre las variables genéticas estudiadas de los
loci deTNF y VDR con el endotipo de la nefritis
lGpica en nifios; ademas, estas mostraron un
comportamiento de segregacion similar entre los
alelos. En Colombia, no se han reportado datos
sobre marcadores de propension relacionados con
estas variantes y esta enfermedad. Como ya se
menciond, la variabilidad observada en los resul-
tados de los diversos estudios a nivel mundial,
muy probablemente, se deba a la estratificacién
poblacional de cada muestra de estudio. Sin
embargo, en el presente estudio, las variantes Taq|,
Apal y Bsml del VDR exhibieron un desequilibrio de
ligamiento, lo cual sugiere que, a pesar de no estar
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relacionados directamente con la enfermedad, si
son cercanos a otros marcadores asociados con
la nefritis lUpica en nifios.

Entre las limitaciones de este estudio cabe sefialar
un tamafio de muestra relativamente pequefio,
debido a la frecuencia del endotipo estudiado y la
disponibilidad de las muestras bioldgicas del trio
completo, lo cual, aunado a la posible estratificacion
deficiente de la poblacién estudiada, explicaria
el desequilibrio genético de Hardy-Weinberg en
los SNP de VDR y TNF observados en padres e
hijos. Por lo tanto, los resultados aqui presentados
son aplicables exclusivamente a esta muestra de
familias colombianas.

Puede concluirse, entonces, que en el caso par-
ticular de la nefritis lUpica en los nifios de las familias
estudiadas, el alelo A del polimorfismo rs2476601
del gen PTPN22, heredado de sus padres, presentd
una asociacion directa con la enfermedad. Estos
resultados sirven de base para el planteamiento
de futuros estudios epidemiol6gicos de asociacién
con un mayor numero de familias y de grupos
multiétnicos similares a la poblacién colombiana.
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