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RESUMEN

Introduccion. Del 5 al 10% de la poblacion mundial est4 afectada por algun tipo
de enfermedad autoinmune, una de las mas comunes es Artritis Idiopéatica Juvenil
(A1) y Artritis Reumatoide del adulto, cuya etiologia es multifactorial. Los factores
gue dan lugar a alteraciones en la inmunoregulacion estan influenciadas por
numerosos sistemas genéticos tales como: PTPN22 (C1858T) y HLA-DRB1*
posiblemente comunes para AR de instalaciobn temprana y (AlJ) poliarticular.
Objetivo. ldentificar y asociar los polimorfismos de los sistemas genéticos
PTPN22 ( SNP’s C1858T) y moleculares MHC/HLA-DRB1* con la susceptibilidad
0 proteccion para desarrollar Artritis Idiopatica Juvenil Poli Articular y Artritis
Reumatoide De Instalacibn Temprana en un grupo de pacientes colombianos.
Metodologia. Tipo de estudio: Analitico, Descriptivo-Transversal de Casos y
Controles. ElI numero de pacientes escogidos fueron 30 con Artritis Idiopética
Juvenil Poliarticular y 30 pacientes con Artritis Reumatoide de Instalacion
Temprana con 60 controles, segun los criterios de inclusion de la (ACR y EULAR),
para la extraccion de ADN se utilizo la técnica de salting out, la tipificacion
molecular mediante PCR- SSP (sondas de secuencia especifica) para identificar
los alelos HLA-DRB1* y electroforesis gel al 2%. Para la identificaciéon del
polimorfismo (c1858t) de PTPN22 se utilizo el PCR-RT (Light Cycler) de ROCHE.
Resultados. Al realizar la tipificacion de los alelos HLA-DRB1* se encontré que
en el grupo de pacientes con (AlJ) poliarticular el alelo HLA-DRB1*0404, como un
marcador de posible susceptibilidad para esta entidad con un OR=10.82; p<0.05.
En el grupo de pacientes con AR de instalacion temprana el alelo HLA-DRB1*0101
como un marcador de posible susceptibilidad con un OR=4.04; p<0.05, el cual es
diferente al presentado en pacientes con (AlJ) poliarticular. Sin embargo el alelo
HLA-DRB1*0701 se sugiere como un posible marcador protector para ambas

patologias con un OR=0,15; p<0,05. El polimorfismo (C1858T) PTPN22 no se
15



encontré asociado con (AlJ) poliarticular ni como protector ni como susceptibilidad.
En pacientes AR de instalacion temprana el polimorfismo CC se sugiere como
marcador posiblemente protector con un valor de p<0.05 y el polimorfismo CT/TT
como marcador de posible susceptibilidad con un valor de p<0.05. En el andlisis
de la secuencia aminoacidica ""QRRAA™ se encontré como un epitope compartido
para ambas entidades como un marcador de posible susceptibilidad con un valor
de p<0.05 y la secuencia aminoacidica "’°DRRGQ’* como un epitope compartido
sugiriendo estar asociado como un posible marcador de proteccion para ambas
entidades con un valor de p<0.05. Se propuso una clasificacion del epitope
compartido (SE) donde se evidencia que la presencia del aminoacido (Q) en la
posicion 70 tiene un posible papel para la susceptibilidad en ambas entidades con
un valor de p<0.05, en esta misma posicion el aminoacido (D) como un posible
marcador protector también en ambas patologias con un valor de p<0.05. La
clasificacion arrojo que el aminoacido (R) tiene un posible papel importante en la
susceptibilidad al encontrarse en cualquier posicién dentro del (SE). El analisis
de regresion logistica fundamentado en un ANOVA evidencio que entre el grupo
de pacientes de (AlJ) Poliarticular y AR de Instalaciébn Temprana para los alelos
MHC/HLA-Clase Il: DRB1*0101 y *0404 se encontré un porcentaje del 14% con un
valor de p=0,0252 de variabilidad con un nivel de confianza del 90% para ambas
entidades como posibles alelos asociados a susceptibilidad. En el sistema
PTPN22 el polimorfismo (C1858T) no se mostro para este analisis como marcador
comun contribuyendo a una variabilidad del 2.5% con una p>0.05 dentro del
modelo de regresion logistica. Discusion. Los resultados de las asociaciones en
los dos sistemas genéticos: PTPN22 (C1858T) y HLA-Clase Il: DRB1* en
pacientes con Artritis de Instalacibon Temprana y Artritis ldiopatica Juvenil
Poliarticular, se comportan con un patron similar al informado en la literatura. Se
destaca que en razon al numero de pacientes estudiados no se evidencian una
mayor fuerza de asociacidon estadistica cuando de analisis de correlacién se trata.
Sin embargo los marcadores de proteccién en las dos entidades son los mismos.
Los modelos bioestadisticos utilizados muestran que tanto los alelos asociados a

proteccion en ambas enfermedades como los de susceptibilidad se encuentran

16



relacionados con los dos eventos: presencia y ausencia de una u otra de las dos
enfermedades estudiadas. Se desea resaltar que el modelo estudiado para
buscar asociacion con la secuencia del epitope compartido, en la regién 70-74,
muestra la importancia de la ubicacion del tipo de aminoacido y como esta define
su probable asociaciéon como marcador molecular de susceptibilidad y proteccion.
Es asi como se determino que el amino&cido acido aspartico (D) confiere cierto
grado de proteccidon al encontrarse en la posicion 70 del (SE) y el aminoacido
glutamina (Q) confiere cierto grado de susceptibilidad al encontrarse en la posicion
70 del (SE). Se noto en los analisis de asociacion que el aminoacido arginina (R)
en cualquier posicion de la 71 a la 74 del (SE) de la molécula MHC/HLA- DRB1*
tendria un papel importante a través de las fuerzas intermoleculares que
interactdan, produciendo cambios en el espacio o conformacién molecular del (SE)
dependiendo del amino&cido que se encuentre en la posicion 70 especificamente
(D) o (Q). Estos ultimos hallazgos son también coherentes con lo que esta

publicado en la literatura mundial.

Palabras claves: artritis idiopatica juvenil, poliarticular, artritis reumatoide de
instalacion temprana, PTPN22, HLA-DRB1, polimorfismos, alelos, sistemas
comunes, correlacion, asociacion, epitope compartido (SE).

ABSTRACT
Introduction. From 5 to 10% of the world population is affected by some type of
autoimmune disease, one of the most common is juvenile idiopathic arthritis (JIA)
and rheumatoid arthritis in adults, whose etiology is multifactorial. The factors
leading to alterations in immunoregulation are influenced by numerous genetic
systems such as PTPN22 (C1858T) and HLA-DRB1*, possibly common to AR
installation early (AlJ) polyarticular. Objective. Identify and associate genetic
polymorphisms systems PTPN22 (C1858T SNPs) and molecular MHC/HLA-DRB1
* with susceptibility and / or protection to develop Arthritis Idiopathic Juvenile
polyarticular and Rheumatoid Arthritis Installation Early of a group of Colombian

patients. Methodology. Type of study: Analytical, descriptive cross-sectional of
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Case-Control. The number of patients chosen were 30 with (AlJ) polyarticular and
30 patients with Arthritis Rheumatoid Installation Early with 60 controls, according
to the criteria for inclusion in the (ACR and EULAR) for DNA extraction technique
was used salting out, molecular typing by PCR-SSP (sequence specific probes) to
identify HLA-DRB1 and 2% gel electrophoresis. To identify the polymorphism
(c1858t) of PTPN22 was used RT-PCR (Light Cycler) of ROCHE. Results. In
making the typing of HLA-DRB1* alleles found in the patient group (JIA)
polyarticular HLA-DRB1*0404, as a possible susceptibility marker for this entity
with an OR=10.82, p<0.05. In the group of patients with early installation AR allele
HLA-DRB1*0101 as a possible susceptibility marker with an OR=4.04, p<0.05,
which is different to that presented in patients with (JIA) polyarticular. However, the
allele HLA-DRB1*0701 is suggested as a possible marker for both diseases
protector with an OR=0.15, p<0.05. The polymorphism (C1858T) PTPN22 was
associated with no (JIA) polyarticular or as a protector or as susceptibility.
Installation in early RA patients CC polymorphism is suggested as possibly
protective marker with a value of p<0.05 and polymorphism CT/TT as possible
susceptibility marker with a value of p<0.05. In the analysis of amino acid
sequence found °QRRAA™ a shared epitope for both entities as a possible
susceptibility marker with a value of p <0.05, and the amino acid sequence as an
epitope shared °DRRGQ’* suggested to be associated as a possible marker of
protection for both entities with a value of p<0.05. A proposed classification of
shared epitope (SE) which shows that the presence of amino acid (Q) at position
70 has a potential role for susceptibility in both entities with a value of p<0.05, in
this same position the amino acid ( D) as a possible marker also protective in both
conditions with a value of p<0.05. The courage that the amino acid classification
(R) has a possible role in susceptibility to be in any position within the (SE).
Logistic regression analysis based on an ANOVA showed that among the group of
patients (JIA) Polyarticular and Early Installation AR alleles MHC/HLA-Class Il
DRB1*0101 and 0404 found a rate of 14% a value of p=0.0252 of variability with a
confidence level of 90% for both entities as possible alleles associated with

susceptibility. In the system PTPN22 polymorphism (C1858T) were not displayed
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for this analysis as a common marker contributing to variability of 2.5% with a
p>0.05 in the logistic regression model. Discussion. The results of the
associations in the two genetic systems: PTPN22 (C1858T) and HLA-Class II:
patients with DRB1 * Installation Early Arthritis and Juvenile Idiopathic Arthritis
Polyarticular, behave in a similar pattern to that reported in the literature. It is
stressed that due to the number of patients studied did not show a statistical
association stronger when it comes to correlation analysis. However, the markers
of protection in the two entities are the same. Biostatistical models used show that
both alleles associated with protection in both diseases and the susceptibility are
related to the two events: the presence and absence of one or other of the two
diseases studied. We wish to emphasize that the model studied to find association
with shared epitope sequence in the region 70-74, shows the importance of the
location of the type of amino acid and how it defines its probable association as a
molecular marker of susceptibility and protection. This is how it was determined
that the amino acid aspartic acid (D) provides some protection to be in the position
70 of (SE) and the amino acid glutamine (Q) gives a degree of susceptibility to be
in the position 70 of (SE) . It was noted in association analysis of the amino acid
arginine (R) in any position in the 71 to 74 of (SE) of the molecule MHC/HLA-
DRB1 * have an important role through the intermolecular forces that interact,
producing changes in the molecular conformation space or (SE) depending on the
amino acid found at position 70 specifically (D) or (Q). These findings are also

consistent with what is published in the literature.
Keywords: juvenile idiopathic arthritis, poliarticular, arthritis rheumatoid installation

early, PTPN22, HLA-DRB1, polymorphisms, alleles, common systems, correlation,

association, shared epitope.
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INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes estan caracterizadas por pérdida de la tolerancia
central o periférica. En la fisiopatogenia de ellas se produce destruccion de tejidos
mediada por células inmunocompetentes. Aproximadamente del 5 al 10% de la
poblacion mundial esta afectada por algun tipo de enfermedad autoinmune, una de
las mé&s comunes es Artritis Idiopatica Juvenil (AlJ) y Artritis Reumatoide Del

Adulto ®. Estas enfermedades autoinmunes son de naturaleza multifactorial.

Diferentes factores pueden dar lugar a alteraciones en la inmunoregulacion que a
su vez influenciadas por la interaccion de numerosos sistemas genéticos como
son los genes de los sistemas: PTPN22 (C1858T) y HLA-DRB1*, entre otros .
No se conocen muy bien los mecanismos moleculares que regulan la expresion
funcional, lo que si se conoce es que estos genes son activados por mecanismos
multifactoriales estocéasticos. Los genes son necesarios mas no suficientes para
que se presente la enfermedad. Otros mecanismos moleculares que pudieran
estar implicados, es el complejo trimolecular; formado por el HLA, el antigeno y el
receptor del linfocito T, los cuales contribuyen al desarrollo, predisposicion y

progresion de enfermedades autoinmunes.

Artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune inflamatoria y sistémica, cuya
causa aun no se ha precisado. Varios factores son importantes en su patogenia,
entre ellos: factores ambientales, los genéticos asociados con el MHC y con los
genes que codifican la sintesis de inmunoglobulinas, del receptor de célula T,
citocinas y moléculas de adhesion, entre otros. Estos factores, al interactuar entre
si median el dafio Articular propio de la enfermedad, con participacion de los

eventos de la respuesta inmune ©.
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Artritis Idiopéatica Juvenil (AlJ) es la enfermedad mas comun en la practica
reumatoldgica pediétrica y la menos estudiada inmunogenéticamente. A diferencia
de Artritis reumatoide (AR) del adulto, (AlJ) tiene subgrupos clinicos, lo que la
hace mas interesante desde el punto de vista genético para estudios genéticos y
moleculares. En su etiopatogenia se han identificado varios factores que en su
conjunto explicarian el inicio y la perpetuacion de la respuesta inflamatoria la cual
afecta las articulaciones y tejidos vecinos que de no ser controlados llegan a
destruirlos, tal como sucede en otras enfermedades autoinmunes. La patogénesis
de la enfermedad puede determinarse por alteraciones a nivel de complejo
trimolecular, constituido por un antigeno putativo, el receptor de linfocitos T y el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). La etiopatogenia de las dos
enfermedades es aln desconocida ), se han descrito factores como trauma
fisico, estrés psicologico e infecciones, etc. Esta claro que su patogenia es

autoinmune y que se presentan en un individuo genéticamente predispuesto.

El presente estudio esta enfocado en la busqueda de polimorfismos comunes
polimorfismos presentes en tres sistemas genéticos asociados con Artritis
Reumatoide del Adulto De Instalacion Temprana y Artritis Juvenil Idiopética Poli
Articular; para contribuir a la comprensibn de los posibles mecanismos
patogénicos comunes de ambas enfermedades, al determinar la importancia del
porqué de estos genes HLA-DRB1* y PTPN22 (C1858T)® como marcadores
genéticos de susceptibilidad o proteccion y sus posibles papeles como
marcadores de riesgo, diagndstico, pronostico e inclusive como posibles blancos
terapéuticos. Ademas a nivel de la Costa Caribe Colombiana es el segundo
estudio realizado por el grupo de investigacién en el cual se relacionen las dos
enfermedades en cuanto a los epitopes compartidos (70-74) en el cual se

busquen bases genéticas comunes.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios postulan el posible papel que pueden estar cumpliendo los
polimorfismo de los genes HLA-DRB1* y PTPN22 (C1858T) en la etiopatogenia
de las dos patologias. La mayoria de estos estudios han evaluado de manera
separada la asociacion de un determinado gen con estas enfermedades

autoinmunes &%,

Son pocos los estudios en los cuales se toma de manera conjunta los genes HLA-
DRB1* y PTPN22 (C1858T). La mayoria de las investigaciones de asociacion
toman dos genes como el HLA DRB1 y el PTPN22 ©. En la actualidad hacen falta
estudios experimentales que sean mas concluyentes y que determinen de manera
especifica la relacion de estos genes con el desarrollo de (AlJ) Poliarticular y
Artritis Reumatoide de Instalacién Temprana.

Las investigaciones hasta ahora planteadas son controversiales ya que la mayoria
de los investigadores no han podido correlacionar de manera concluyente, la
participacion de dichos genes en determinada patologia o poblacion y en otros
estudios su correlacion no ha sido posible por la escogencia de una buena
selecciéon de la muestra o poblacion muy baja o por que los trabajos no pueden

ser replicados metodologicamente.

Se conoce de manera parcial los mecanismos moleculares y celulares que pueden
contribuir de manera sinérgica o complementaria en la activacion de Linfocitos T
Reguladores, para que estos tengan una expansion y proliferacion clonal a

linfocito T auto reactivos, asi mismo como pueden interactuar los polimorfismos
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moleculares de los PTPN22 (C1858T) y la presentacién del HLA DRB1* ¢° pero
no como un gen puede potencializar la funcién del otro, produciendo una mayor
agresividad de la enfermedad o por el contrario disminuyéndola, actuando como
protector en determinada circunstancia de acuerdo al sitio celular o estado
conformacional de las moléculas codificadas por estos genes (activos o inactivos)
en el cual se encuentren, predisponiendo a una mayor morbimortalidad en las dos

patologias.

Varios sistemas genéticos parecen estar implicados en la susceptibilidad a las
enfermedades autoinmunes. Algunos de estos sistemas son especificos y otros
comunes para varias enfermedades autoinmunes como en Artritis Reumatoide del
Adulto, Diabetes Mellitus tipo 1, Esclerosis Multiple, Enfermedad De Addison,
Lupus Eritematoso Sistémico, Artritis Idiopatica Juvenil, entre otros ). Las
asociaciones de los polimorfismos genéticos y moleculares con desordenes
autoinmunes multiples son fundamentalmente sistemas genéticos como: el gen del
alelo especialmente HLA-Clase II-DRB1 ubicado en el cromosoma 6p21, y el gen
PTPN22 que codifica para la fosfatasa linfoide de la tirosina (LYP) ubicado en el
cromosoma 1p13, cuya principal funcién radica en la capacidad de Csk y Lyp para
inhibir la sefializacion de receptor de células T lo cual requiere de una asociacion
fisica ®®. Estas moléculas actGian conjuntamente para inactivar Lck; una kinasa de
la familia Src que esta involucrada en eventos de sefializacion de las células T.
Csk actua fosforilando la tirosina 505 (fosfatasa inhibitoria para Lck), mientras que
PTPN22 actua removiendo el fosfato de activacion en la tirosina 394, convirtiendo
a Lck a una configuracion inactiva, causando una regulacién negativa de la via de
sefalizacion de células T. HLA-DRB1* y PTPN22 codifican para moléculas que
juegan un papel funcional en la respuesta inmune los cuales estan implicados
activamente en la activacion de linfocitos T autoreactivos en Artritis Reumatoide de
Instalacion Temprana y para Artritis reumatoide Juvenil Poliarticular. Por otra
parte, los polimorfismos de los genes que afectan su funcién pueden contribuir en
el accionar de la enfermedad autoinmune por mecanismos todavia desconocidos.

Falta mucho por comprender sobre la manera como las moléculas anteriormente
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mencionadas codificadas por estos genes, predisponen o no a la activacion de los
linfocitos T auto reactivos y del como la funcion aberrante de estas células
pueden accionar la autoinmunidad.

2. JUSTIFICACION

Las enfermedades autoinmunes ocurren como resultado de defectos en unos o
mas componentes de la respuesta inmune, dando como resultado la proliferacion
de Linfocitos T auto reactivos. Los mecanismos por los cuales se regulan tales
componentes a un se desconocen en su gran mayoria, principalmente en el cémo
los Linfocitos T los cuales reconocen antigenos propios causan dafios a uno o
mas o6rganos del sistema inmune. Las enfermedades autoinmunes afectan
alrededor del 5 al 10% de la poblacion mundial. La etiologia de estos desordenes
es desconocida pero se piensa que puede resultar de una interaccibn compleja
entre los factores genéticos y ambientales .

Artritis  Reumatoide presenta una distribucion universal, estimandose una
prevalencia mundial en torno al 1% y una incidencia aproximada de 0.5 casos
anuales por 1000 habitantes. Esta enfermedad conlleva ademéas un importante
costo econdmico, estimandose que supera los 1.2 millones de euros anuales, de
los cuales 400 millones corresponden a gastos sanitarios. Las tasas mas
elevadas de prevalencia estan entre los 40 a 60 afios y es mas frecuente en

mujeres con una relacién de 3:1 ©,

Desde hace varios afos, diferentes estudios en diversos paises han asociado
lugares genéticos que parecen estar implicados en la susceptibilidad de diferentes
enfermedades con un fondo genético comun con la predisposicion a la
enfermedad que pudiera ser debido a una combinacion de genes que actian de

manera general y otros de manera muy especifica.

Algunos de estos genes como los del Complejo Mayor de Histocompatibilidad son

especificos para una determinada enfermedad como el HLA B7 en la Espondilosis
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Anquilosante, mientras que otros parecen ejercer un efecto complementario sobre
el proceso o desarrollo de la fisiopatologia de la enfermedad en este caso
autoinmune como lo es para la Artritis Reumatoide.

Artritis Reumatoide se caracteriza por inflamacion crénica de las articulaciones y
destruccion sinovial, es considera clinicamente altamente heterogénea con un
aumento progresivo de la severidad y progresion de la enfermedad aumentando la
morbilidad con un diagndstico tardio de la enfermedad, cuya frecuencia estimada
en la poblacion latinoamericana es aproximadamente del 0,4% © 9. Basandose
en un predominio de los linfocitos Th2 (LT) en la sinovia de los pacientes con AR,
estas células han sido sefialadas como claves en el estudio de la AR y otras
enfermedades autoinmunes (EAI), hasta tal punto que se ha propuesto que estas

enfermedades son secundarias a la presencia de LT defectuosos ®Y.

La prevalencia de Artritis Reumatoide en la poblacién caucasica es del 1% y de
0.4% en la poblacion Latinoamérica. Un estudio comunitario realizado en 1986 en
Bogota, encontré en la poblacién femenina una prevalencia de 0.13%, Donde la

incidencia de la AR ha sido reportada entre el 0.12 y 0.7 por 1000 personas afio &
4,12)

Artritis Reumatoide Juvenil (AlJ) es la enfermedad mas comun en la préactica
reumatoldgica pediatrica y la menos estudiada Inmunogenéticamente. A diferencia
de la Artritis reumatoide (AR) del adulto, la (AlJ) poliarticular tiene subgrupos
clinicos bien definidos, lo que la hace mas interesante desde el punto de vista
genético (fenotipos). AR del Adulto se asocia a marcadores de autoinmunidad que

implican subgrupos clinicos con una mayor morbilidad.

La mayoria de los estudios se han restringido a la region HLA Clase-ll,
constituyéndose como la region génica mas importante, cuyo papel se ha
demostrado en diferentes estudios concluyendo de manera consistente que este
sitio cromosomico, contribuye con aproximadamente el 30% de susceptibilidad

genética de la enfermedad ° %,
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Para la mayoria de los trastornos autoinmunes, el patron de herencia es muy
complejo. El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) gen complejo que ha
sido implicado como el componente genético importante en la predisposicion a

estas enfermedades, pero otros genes podrian estar involucrados.

En los ultimos afios diferentes investigaciones han avanzado en estudios de
analisis de asociacion y de ligamiento se han enfocado a tres 0 mas regiones
génicas: entre ellas la regién del Antigeno Leucocitario Humano de la Clase i
(HLA Clase II), ubicado en el cromosoma 6p21 ¥, aunque es poco probable que
los mismos genes sean los responsables de la predisposiciébn a todas las
enfermedades autoinmunes, un complejo de genes del Complejo Principal De
Histocompatibilidad (MHC), en el hombre ha estado siempre implicado como un
importante factor de riesgo genético sobre para la AR y AlJ. Sin embargo, para
ninguna de las enfermedades autoinmunes la predisposicion genética que
confiere HLA no es ni suficiente pero si necesaria para el desarrollo de la
enfermedad. Otro gen implicado es el gen de la Proteina Tirosina Fosfatasa, Non-
Receptor Tipo 22 (PTPN22), en el cromosoma 1p13 @* 510 un polimorfismo
funcional de nucle6tido Unico (SNP) C1858T en Proteina Tirosina Fosfatasa, Non-
Receptor Tipo 22 (PTPN22) es un gen que codifica para una fosfatasa intracelular
gue pudiese tener efectos negativos sobre la regulacion y activacion de linfocitos T
asociado con algunas enfermedades autoinmunes en caucasicos. Teniendo en
cuenta en primer lugar, que las frecuencias de SNP pueden variar entre las
poblaciones y en segundo lugar, que los estudios de replicacion son importantes
para confirmar las asociaciones anteriores, estudios previos han examinado la

influencia del polimorfismo PTPN22 en enfermedades autoinmunes.

Cada uno de estos lugares cromosomicos (6p21, 2p33 y 1pl3) con sus
respectivos genes y Polimorfismos de Nucleétido Simple (SNP’S) codifican para
moléculas que son altamente cruciales en la cascada y activacion de los linfocitos

T en la autoinmunidad.
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Es preciso entender como los mecanismos y polimorfismos de estos genes
funcionan, activando mecanismos que en su gran mayoria son aun desconocidos
y como algunos estudios de indole molecular y genéticos han contribuido a una
mejor comprension de los fendmenos moleculares que pueden estar sucediendo y
pueden contribuir a la susceptibilidad o proteccion de Artritis Reumatoide Juvenil
Poli Articular y Artritis Reumatoide del Adulto.

La importancia de encontrar genes asociados o de etiologia comdn en Artritis
reumatoide de Instalacion Temprana y Artritis Idiopéatica Juvenil Poliarticular,
contribuira en la comprensién de los mecanismos patogénicos comunes de las dos
enfermedades, su posible aplicacion clinica como marcadores de riesgo,
diagnéstico, prondstico incluso como ya otros estudios lo han propuesto con el

desarrollo de nuevos medicamentos como unos excelentes blancos terapéuticos.

La presente investigacion se justifica en los recientes hallazgos y desarrollos
sobre la comprension de la manera como las moléculas codificadas por estos
genes predisponen a la susceptibilidad, contribuyendo o no a la activacion de los
linfocitos T auto reactivos y como la funcion aberrante de estos genes accionan la
autoinmunidad posiblemente en las dos patologias con un posible origen genético
comun, por lo tanto se requieren esfuerzos para comprender a nivel celular y
molecular la etiologia de estas enfermedades autoinmunes (AlJ) Poliarticular y
AR de Inicio Temprano. Estos es el segundo estudio realizado en la Region
Caribe Colombiana desarrollado por investigadores del grupo de investigacion en
el cual tratan de encontrar marcadores genéticos comunes en el sistema MHC en
(Al1J) Poliarticular y AR del adulto, sin embargo es el primer estudio realizado en el
cual se analizan otros sistemas como el PTPN22, en la buscada de marcadores
genéticos comunes Yy polimorfismos moleculares en ambas patologias.
Actualmente no existe un prevalencia ni siquiera un estimado de la frecuencia de

la enfermedad en la region Caribe colombiana.
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3. ARTRITIS REUMATOIDE.

3.1. GENERALIDADES

El término Artritis Reumatoide (AR) fue acufiado por primera vez por Garrod en
1859; sin embargo la descripcion inicial de la enfermedad en la literatura médica
se le debe a Landré-Beau- Vais en 1800.

En la literatura no médica, el andlisis de la correspondencia de madame de
Sévigné (paris, 1626 - Grignan, 1696), permitié diagnosticarle retrospectivamente
una AR, cuyo inicio se remontd a enero de 1679. Sin embargo si la Artritis se
origind en el antiguo continente o provino del nuevo mundo es materia de

constante discusion.

Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica, caracterizada por
inflamacion crénica, respuestas inmune humoral y células anormales e hiperplasia

sinovial.

AR es una enfermedad inflamatoria cronica de las articulaciones diartrodiales,
caracterizada por la hipertrofia de la membrana sinovial, la destruccién
osteocartilaginosa y la deformacién articular, cuya etiologia es desconocida.
Ademas de las articulaciones, la enfermedad puede comprometer cualquier otro
organo, siendo una enfermedad extra-articular en cerca del 30% de los pacientes.
No obstante, AR no tiene caracteristicas especificas y por lo tanto su diagnéstico
se apoya en la cronicidad de la poliartritis, el caracter simétrico, la destruccién
osteocartilaginosa y la exclusion de otro tipo de artropatias inflamatorias

(enfermedades metabdlicas, infecciosas, espondilo artropatias).
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AR se asocia a diversos factores de riesgo, entre los que cabe destacar: la edad
avanzada (>65 afos), la obesidad y los traumatismos continuados de las
articulaciones ya sea por ejercicios fisicos intenso o por determinados trabajos,
etc. Se manifiesta principalmente por la presencia de un dolor “sordo” en las
articulaciones afectadas, que inicialmente puede ser leve e intermitente pero que
puede llegar a ser muy intenso y persistente; el dolor se puede asociar a otros
sintomas como inflamacion, rigidez y reduccién de la movilidad y la funcionabilidad

de los pacientes & 17,

Los mediadores de la inflamacién pueden trasladar el trastorno a diferentes
estructuras organicas. Algunos pacientes pueden solamente presentar un proceso
inflamatorio en las articulaciones pequefias, de breve duracion y con lesiones
articulares minima, mientras que otros presentan una poliartritis progresiva e
imparable que evoluciona hacia la aparicion de deformidades articulares
importantes. Ninguno de los sintomas y signos presentados en la AR sin
privativos de esta patologia;, dado que ningun hallazgo es especifico, su
diagndstico no se efectla solo por la presencia de datos positivos de la AR, sino
por la caracterizacién y suma de diferentes datos. Los criterios actuales del ACR
(escala desarrollada por la American Collage of Rheumatology para la clasificacion
de la AR) reducidos a siete en la forma clasica, aportan una sensibilidad del 91% y

una especificidad del 89%.

Actualmente, los Unicos criterios de diagnostico de AR aceptados y utilizados
universalmente son los propuestos por el Colegio Americano de Reumatologia

(ACR) en 1987 para la clasificacion de la enfermedad ®.
3.2. ARTRITIS REUMATOIDE DE INSTALACION TEMPRANA.

La artritis reumatoide del adulto (AR) es una enfermedad heterogénea, que
involucra pequefas articulaciones, de causa desconocida, que da por resultado

inflamacion y dafio poli articular intensos. Desde 1978 se mostro que la AR se
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asocia con la HLA-DR4. Varios estudios que han confirmado la participacion del
DR4 en los factores etioldgicos, en poblaciones muy diversas; en familias, esta
demostrada la segregacion de los haplotipos que contienen al DR4 tienen un
riesgo relativo de 4.6 de desarrollar AR. En algunos grupos étnicos, como en
indios, paquistanis e israelitas, la asociacién no es con el DR4, sino con el DR1,
DR6 o DR10, lo mismo que en los caucasicos, negros u orientales DR4 negativo.
(2. 41) " E| mecanismo de asociacion permanecié desconocido, hasta que no se
empezd a identificar, primero por cultivo mixto de linfocitos, que el DR4 tiene
subtipos, y con técnicas moleculares se confirmé que existen 12 variantes alélicas,
denominadas DRB1*0401-DRB1*0410. Asi, el antigeno definido serol6gicamente
como DR4, cuyas variantes no es posible identificar por medio de estas técnicas,
es el producto de los 12 diferentes alelos en el locus DRB1. Estos alelos difieren
entre si por uno a cinco aminoacidos localizados entre los residuos 67 a 74 del
dominio externo beta 1 de la cadena hipervariable del DR. Estos alelos DR4
estan ligados a otros genes DQA1 y DQB1, lo cual genera una diversidad aun
mayor dentro de la familia de los haplotipos DR4. Es evidente que ciertos subtipos
condicionan la susceptibilidad a la AR (DRB1*0401, *0404, *0405, *0408) en
caucésicos y que los alelos *0402, *0403 y *0407 parecen conferir resistencia al

padecimiento. (32, 41, 45, 71)

. Estos datos indican que la variaciéon estructural en
ciertos sitios de la cadena DRB1 y sus efectos en el reconocimiento de los
linfocitos T, estan muy relacionados con la inmunopatogenia en AR. En la tercera
region hipervariable del primer dominio DRB1, donde se hallan los residuos 67 a
74 en alfa hélice del sitio de union al antigeno, se predice que ciertos aminoacidos
interactdan con el péptido que se une al nicho del de clase Il y con el TCR. El alelo
*0401 asociado con AR se caracteriza por tener aminoacidos neutros o basicos en
las posiciones 70 (GIn), 71 (Lis) y 74 (Ala), mientras que *0402, *0403 y *0407,
gue posiblemente protegen de la AR, tienen residuos acidos en 70, 71 o 74. En los
alelos de susceptibilidad *0404 y *0408 hay una sustitucion de Arg por Lis en la
posicién 71 que no involucra cambios de carga. .En la posicién 86 el *0404 difiere
del *0401 en una sustituciéon de Val por Gli, mientras que el *0408 expresa Gli al

igual que el *04016% 414%™ ver figura 1
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Qv FYHQEEYVRFDSDV ELGRPDAEYWHSQKDLLE [l DTYCRHHNYGVGESFTVQRRVYPEVTVYPA
HLLVCS GF GS] EE y TVEVYTCQVEHPSLTSPLT

Fig.1. Aminoacidos que se encuentran en el bolsillo de la region hipervariable de
la cadena beta 70 74 del HLA DRB1 (Immunepitope software MBP Epitopeviewer
2.0)

En algunos grupos, *0404 no se asocia para alterar las caracteristicas de unién de
los clase Il o la forma en que el péptido propio es presentado e interactla con el

TCR para desencadenar la respuesta auto inmunitaria.

La hipétesis del epitope compartido o comdn se ha refinado y consiste en lo

siguiente:

Desde el informe de Stastny, se han reportado una gran cantidad de alelos MHC:
HLA/DRB1 en diversas poblaciones étnicas; tales hallazgos fueron unificados en

» (40).

1987 por Peter Gregersen bajo la hipotesis de “epitope Compartido Para la

Artritis Reumatoide se han reportado la hipétesis de “epitopes compartidos”
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asociados tales como (°QRRAA™, "RRRAA™, "QKRAA™), los cuales
comprenden la tercera region hipervariable comprendida en la posicién 70-74 de la
cadena B de la molécula HLA-DR (Ver Tabla 1). La localizacion del epitope
compartido el cual se encuentra dentro de la fosa de anclaje al péptido, lo cual
involucrado directamente en la presentacién antigénica, lo cual sugiere varios
mecanismo funcionales para explicar la susceptibilidad a la enfermedad. Los
aminoacidos de carga negativa (acido aspartico, acido glutamico) encajan
perfectamente cuando esta secuencia de aminoacidos forma parte del bolsillo 4.
Los alelos HLA-DR, comparten ciertas caracteristicas comunes, cada alelo posee
una especificidad particular determinada por los aminoacidos que conforman las
regiones que interactian con los péptidos antigénicos y los que forman las
moléculas HLA-Clase I, pueden describirse y predecirse mediante simulaciones
tedricas computacionales basadas en los tres principales momentos multipolares
(monopolar, bipolar, cuadricular) de la distribucibn continua de cargas
electrostaticas. Es de esclarecer que la hipotesis del epitope compartido no
explica toda la susceptibilidad genética conferida por el HLA, pues a pesar de su
robustez de las asociaciones con el locus DRB1, el riesgo absolutos de desarrollar
artritis reumatoide en individuos portadores de alelos codificantes para el epitope
compartido es relativamente baja. Un estudio realizado en poblacidon caucasica
normal mostro ser positiva para el alelo HLA-DRB1*04, lo que indica que la
presencia del epitope compartido no es necesaria ni suficiente para desarrollar la

enfermedad **9,

3.3. Diagnostico

Segun estos criterios, el diagnostico de AR requiere de la constatacion de al

menos cuatro de las siete manifestaciones clinicas @%:

e Rigidez matutina de mas de una hora de duracion, antes de la mejoria

maxima, durante al menos 6 semanas consecutivas.
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Tumefaccion articular o derrame articular durante al menos 6 semanas
consecutivas, comprobado por un médico, de tres o mas de las siguientes
areas articulares del lado derecho o izquierdo: interfalangicas proximales
(IFP), metacarpofalangicas (MCF). Por ejemplo, la afectacion de ambos
tobillos se contabiliza como la afectacion de dos areas articulares.

Tumefaccion articular o derrame articular en mufieca, MCF o IFP durante al
menos 6 semanas consecutivas, comprobado por un médico simétricos V.
(Lado derecho e izquierdo) de las articulaciones referidas en el punto 2,

durante al menos 6 semanas consecutivas, comprobado por el médico.

Nodulos subcutaneos en zonas de prominencia 6sea, superficies

extensoras o regiones yuxta articulares, comprobado por un médico.

Presencia de factor reumatoide (FR) en suero, detectado por un método
que sea positivos en menos del 5% de la poblacién control.

Evidencia radiografica en las manos o en las mufiecas de erosiones

articulares u osteopenia en, o alrededor de, las articulaciones afectadas.

Los criterios de clasificacidon (y no de diagndstico) de AR fueron definidos con fines

epidemiologicos. Estos criterios han mostrado tener una sensibilidad del 89%, una

especificidad del 74%, un valor predictivo positivo del 57% y un valor predictivo

negativo del 94% 2. En estos criterios, por definicién, las caracteristicas clinicas

deben estar presentes por lo menos durante 6 semanas antes de clasificar un

paciente con AR.

En la practica clinica, la cronicidad es importante para definir el caracter

"reumatoide” de una poliartritis. Muchos pacientes con AR sefalan haber

presentado dolores pasajeros varios afios antes de haber presentado un episodio

constante (>6 semanas) 9.
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El inicio de la AR es considerado a partir del comienzo del episodio constante y no
pasajero, aun aplicando esta norma, el caracter "reumatoide” puede ser
reconsiderado a medida que la enfermedad evoluciona. En efecto, en el 59% de
los pacientes con poliartritis no diferenciada pueden cesar los sintomas, y el 16%
de pacientes con AR pueden estar en remision 2 afios después de la presentacion

de la enfermedad.

La remision en AR es definida por la ausencia de fatiga, dolor e hinchazon articular
y una rigidez matinal inferior a 15 minutos, asi como una velocidad de
sedimentacion <20mm/h en hombres y < 30 mm/h en mujeres. De otra parte,
muchos pacientes que no cumplen criterios para ser clasificados como AR,
independientemente de la seropositividad para el Factor Reumatoide, (FR) pueden
presentar oligoartritis o poli artritis cronicas y persistentes, no asociadas a ninguna
otra entidad (espondiloartropatia, enfermedades metabdlicas, infecciones virales).
Estos pacientes son reumatoides en la clinica, pero no pueden ser considerados

como tales en los estudios epidemiolégicos.

3.4. Patogénesis

Las manifestaciones clinicas de la AR se inician con la localizacion de los
leucocitos en el liquido sinovial, que cuando es son activados producen dolor e
inflamacion. Estos leucocitos producen mediadores proteicos (citoquinas) que
inician la inflamacién, atraen otras células inmunoldgicas al sitio, activan células

residentes, y causan un exceso en la produccién del liquido sinovial.

Las células T llegan a la articulacion por un proceso complejo que media el paso
de las células a través del endotelio vascular hasta el tejido sinovial. En este
proceso, las células T se adhieren al lumen del vaso capilar por medio de
moléculas de adhesion expresadas en las células endoteliales como las ICAM y

las VCAM. Esto resulta en el transporte de las células T hacia el liquido sinovial.
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Después que estas células han llegado al sinovio, pueden interactuar con los
macrofagos tipo A de los sinoviocitos; como consecuencias de esta interaccion, se

activan otras células T y se producen varias citoquinas.

Estas alteraciones inmunolégicas pueden llevar a la produccion del Factor
Reumatoide (FR). Este factor es una inmunoglobulina M (IgM) que funciona como
un anticuerpo contra la 1gG, formando complejos inmunitarios. Estos complejos
aparecen en el suero de los pacientes generalmente al inicio de la enfermedad .
Altos niveles del Factor Reumatoide se correlacionan con una mayor severidad de
la enfermedad, lo que puede resultar en un aumento de la inflamacion, al
depositarse estos complejos en la articulacion y activarse el complemento,

conllevando a producir una respuesta autoinmune mas acentuada ©?.

El recubrimiento sinovial es un tejido bien vascularizado que sella la articulacion
manteniendo una presidbn negativa y asegurando la presencia de fluidos
lubricantes en el espacio articular. Las capas externas de las capsula articular, se
ven algunas células grasas, y finalmente recubriendo el espacio articular, existe

una membrana sinovial.

Esta membrana consiste en sinoviocitos de tipo A y B. Estas células tienen
funciones fagociticas y pueden interactuar con las células presentadoras de
antigenos. Estos sinoviocitos pueden sintetizar acido hialuronico, el componente
mayoritario del liquido sinovial. Estas fisiologia Unica, y la falta de una membrana
basal real alrededor de los capilares sinoviales, permiten que se acumule liquido y

contribuye con la localizacién de las células inflamatorias en el sinovio reumatico
(11, 25)

Los leucocitos entran a los tejidos a través de varios procesos
e Adhesion a las paredes de las células endoteliales
e Migracion a traves de la pared.
e Extravasion hacia los tejidos.
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En los procesos normales la migracion leucocitaria inicia con la expresion de
moléculas de adhesion (L-selectina, CAM-1) en la superficie de los linfocitos. Esta
adhesion es débil y permite que las células migren por la superficie interna de los
capilares. Este movimiento hace que los leucocitos se adhieran cada vez mas
firmemente. Una vez que esto sucede, los leucocitos se adelgazan y migran hacia
las uniones entre las células endoteliales, donde otros ligandos median la
diapédesis hacia los tejidos. Los macréfagos también utilizan un sistema similar al
de los linfocitos para llegar hasta la membrana sinovial. Las citoquinas también
contribuyen a la extravacion de los linfocitos, al alterar la expresion de las
moléculas de adhesién; numerosas citoquinas regulan la adhesion celular;
incluyendo la interleucina-1B, y el Factor De Necrosis Tumoral (TNF), dos

citoquinas abundantes en los pacientes con AR 9.

La membrana sinovial en pacientes con AR esté caracterizada por una hiperplasia,
aumento de la vascularidad y un infiltrado de células inflamatorias, principalmente
células T CD4", las cuales son las principales responsables de la respuesta
inmune mediada por células. La principal funcion del Complejo Mayor De
Histocompatibilidad Clase Il (HLA-II) es la presentacién de péptidos antigénicos a
las células CD4+, con lo cual se propone fuertemente que la AR es causada por
un antigeno artritogenico no identificado. EI antigeno puede ser exdgeno (como

proteina viral) o una proteina endégena % 27,

Los marcadores de superficie (CD) identifican subtipos de linfocitos. Los linfocitos
B se definen por la presencia de CD19" y CD20". Los linfocitos T por la presencia
de CD3+ y CD4". Los linfocitos T colaboradores CD25" y los linfocitos T citotoxicos
por CD8"). Las células que pertenecen a los CD8+ han sido asociadas con
funciones supresoras, mientras que los del tipo CD4+ median las reacciones de

hipersensibilidad retardada .
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Las células T que se acumulan en el tejido sinovial son predominantemente CD4+,
que se expresan un fenotipo de células de memoria. Estas células de memoria se
acumulan en el tejido sinovial ya que existe sobre expresion de moléculas de
adhesion, permitiendo su union al endotelio vascular y su movimiento hacia el
sinovio. Estas células podrian estar involucradas en la patogénesis de la AR, al
mediar reacciones de hipersensibilidad retardada, o ayudando a la produccién de
anticuerpos (incluyendo el factor reumatoide) y la diferenciacion de células B, o

ambas ©®,

Los CD4" se categorizan en dos tipos de funciones de acuerdo a las citoquinas
qgue producen. Los T colaboradores tipo 1 (TH1) se caracterizan por producir una
seria de citoquinas pro inflamatoria, tales como IL-2, interferon gama, TNF alfa,
gue median las reacciones de hipersensibilidad retardada. Los TH2 producen
citoquinas (IL-4, IL-6, IL-10) que se encargan de la diferenciacion y activacion de

los linfocitos B.

La inmunohispatologia del sinovio al comienzo de la enfermedad, representa una
respuesta clasica de hipersensibilidad retardada. Se cree que en el transcurso de
la enfermedad, los sinoviocitos A producen IL-1B, TNF-alfa, e IL-8, los cuales
median la destruccion del cartilago y otros tejidos relacionados con las
articulaciones. La IL-8 podria ser la responsables de atraer neutrofilos, el tipo de
células principalmente encontradas en las articulaciones de los pacientes con AR.

La produccion de IL-6 también contribuye a la patologia de la enfermedad, ya que
se relacionan los niveles de esta citoquina con los niveles elevados del Factor
Reumatoide, inclusive, la IL-6 aumenta la resorcion 6sea y puede jugar un papel
importante en la osteoporosis periarticular caracteristica de la AR Temprana. Los
niveles de IL-6 se correlacionan con los niveles de proteina C reactiva, un

indicador de la actividad de la enfermedad @9,

La IL-1B, induce la produccion de metaloproteinasas que se relacionan con la

destruccion del cartilago. EI TNF-alfa y la IL-1 son potentes estimuladores de las
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células mesenquimales, asi como fibroblastos sinoviales, osteoclastos vy
condrocitos; estas liberan metaloproteinasas de la matriz las cuales son

destructoras tisulares.

Ademés, la IL-1 y TNF-alfa inhiben la produccion de inhibidores de
metaloproteinasas por los fibroblastos sinoviales. Esta accion dual es la que
genera el dafio en la articulacion. Ademas de inducir la produccion de IL-11, el
TNF-alfa estimula el desarrollo de osteoclastos, los cuales son responsables de la

generacion del hueso.

Esta activacion de macrofagos, linfocitos y fibroblastos, asi como sus productos
pueden estimular la angiogenesis, lo cual podria explicar el aumento de la

vascularidad encontrado en la sinovia de pacientes con AR ¥,

Los mecanismos que protegen al organismo de infecciones o malignidades son los
mismos que causan la destruccion del cartilago en la AR, en estos pacientes los
mecanismos de destruccion tisular atacan tejidos normales en lugar de

microorganismos invasores o células malignas 2.

Estos procesos de destruccion estan mediados por las células T citotoxicas,
macrofagos, y otras células capaces de “producir metaloproteinasas que digieren
el cartilago. Los neutrofilos son las células predominantes en el fluido sinovial de
los pacientes con AR, que destruyen patdgenos que causan la liberacion de
radicales libres del oxigeno. En el liquido sinovial de estos pacientes, los niveles
de especies reactivas de oxigeno se encuentran elevados, sin embargo, no se

conoce su papel en el dafo tisular.

El oxido nitrico es un neurotransmisor que mantiene el tono vascular. Este
transmisor liberado por la actividad de las enzimas inducibles media la destruccion
de algunos patogenos extracelulares y células tumorales. El oxido nitrico causa la

apoptosis de los condrocitos, afecta la proporcion Th1l/Th2, y juega un papel
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importante en otros procesos inflamatorios y destructivos. Este neurotransmisor
se encuentra aumentado en el plasma y en los macrofagos sinoviales de los
pacientes con AR @¥.

Las células T y los macréfagos en el sinovio de los pacientes con AR también
producen varias citoquinas que dafian el tejido directamente o por medio de una
cascada de reacciones, tales como la induccion enzimética. Las citoquinas
asociadas con Thl y Th2 median la inflamacion en el sinovio y el dafio a los

tejidos articulares @¥.

El TNF-alfa y la IL-1B estan directamente relacionadas con la destruccion de los
tejidos: la interleucina lo hace directamente por medio de metaloproteinasas,
particularmente colagenasas; y el TNF por medio de sus efectos citotoxicos. Los

niveles de IL-1 y TNF-alfa estan elevados en casi la mitad de los pacientes AR
(30)

La apoptosis aumenta en el tejido sinovial de los pacientes con AR. durante la
respuesta inmune, en donde la apoptosis elimina predominantemente a las células
activadas, es decir aquellas células programadas para llevar a cabo una funcién

especifica, tales como una enzima o sintesis de citoquinas.

3.4.1. Factores que intervienen en la patogenia de la enfermedad © %

Dentro de estos factores se encuentran:

e Genéticos: HLA y no HLA.

e Inmunoldgicos.

e Deficiencias humorales.

e Defectos primarios.

e Defectos congénitos en proteinas del complemento (deficiencias de Clq,
C40C2).

e Deficiencias de Proteina Amiloide Sérica.

e Deficiencias de DNAasa.

¢ Deficiencias de la inmunoglobulina A IgA.

e Defectos secundarios.
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e Defectos adquiridos del complemento Anglo Edema Hereditario
e Defectos celulares.

e Defectos primarios.

¢ Deficiencias de Fas/Fas ligando
e Polimorfismo del receptor fcy RIlI
e Defectos secundarios.

¢ Infeccién por VIH

e Hormonales.

e Efectos del genero

Embarazo

e Lactancia

e Prolactina

e Dehidroepiandrosterona
Ambientales

e Agentes infecciosos

¢ Medicamentos y vacunacion

e Toxinas

e Luz ultravioleta
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4. EPIDEMIOLOGIA GENETICA DE ARTRITIS REUMATOIDE.

Los datos epidemiologicos suministrados por diferentes estudios a nivel mundial,
muestran una notable contribucion de factores genéticos que intervienen de

manera directa o indirecta para el desarrollo o susceptibilidad a la (AR).

La descripcién epidemiologica de la AR sugiere que los efectos genéticos tiene
una alta contribucidén sobre la susceptibilidad y presentacion de la enfermedad.
La prevalencia de la AR se encuentre entre 0.5 y el 10% en Europa y en la

poblacién Norte Americana © 9.

La prevalencia de la Artritis Reumatoide en la poblacion caucésica es de mas o
menos del 1% y de 0.4% en la poblacién Latinoamérica (Linos et al. 1980;
Lawrence et al. 1989; Hochberg 1990; G. Orozco et al. 2006), sin embargo existen

excepciones muy interesantes %,
4.1. PREVALENCIA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE.

Existen mudltiples estudios que demuestran como en ciertas poblaciones:
Caribefia, africana, europea y UK, existen alelos que siguieren proteccion a la
enfermedad. Estos datos también se dan en poblacion China y Japonesa, donde
epitopes muestran una consistencia baja de la AR y (AlJ) Poli articular con el alelo
HLA-DR*04 (© 22,31, 32,33, 34, 40)

Otros estudios de casos y controles sobre prevalencia de AR en grupos familias
conducen a pensar y demostrar que existe susceptibilidad a desarrollar la
enfermedad en familias en estudios de casos control de asociacion,
comprobandose el papel genético que tiene la presentacion de la misma ya sea

por segregacion o agregacion familiar 1% 3637,

41



En poblacion caucasica de los estados unidos la prevalencia de la AR ha sido
calculada en 1%. En tres diferentes poblaciones caucésicas de Europa
continental la prevalencia de la AR fue inferior al 0.5%. Estudios comparativos y
metodolégicamente similares podrian confirmar si estas diferencias entre norte
Ameérica y Europa no corresponden a datos subestimados y por lo tanto examinar
las posibles condiciones ambientales asociadas ®?.

La mas alta prevalencia de AR ha sido observada en tribus de estados unidos
tales como los Yakima - 6%, Chippewa - 5.3% y Pima - 5.3%. Las mas bajas
prevalencias han sido observadas en poblaciones de raza negra, tanto de &frica

como de otras regiones, con un rango entre el 0y el 0.1% 239,

Un estudio comunitario realizado en 1986 en Bogot4, encontrd en la poblacion
femenina una prevalencia de 0.13%. La incidencia de la AR ha sido reportada

entre el 0.12 y 0.7 por 1000 personas afio 9.
4.2. MORTALIDAD.

Habitualmente se calcula y expresa por la tasa de mortalidad estandarizada
(TME), que corresponde a la relacion entre muertes observadas y muertes
esperadas. La revision de los estudios de mortalidad en AR hecha por Rueda et al,
mostré un aumento de ésta. En Colombia, un estudio retrospectivo llevado a cabo
en el hospital San Juan De Dios (Bogota) mostro que el 15% de las muertes de

pacientes con AR se debi6 a la enfermedad ®?.
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5. EPIDEMIOLOGIA ANALITICA O MOLECULAR DE ARTRITIS
REUMATOIDE.

5.1. FACTORES GENETICOS
En poblaciones caucasicas, la susceptibilidad a la enfermedad estd asociada a
genes HLA-DRB1* que codifican residuos de aminoacidos similares de la tercera
region hipervariable de la cadena beta, en las posiciones 70-74, los cuales son

denominados "Epitope Reumatoide" (ER) °

El ER estd conformado por las secuencias QRRAA, QKRAA o RRRAA (Q:
GLUTAMINA, R: ARGININA, A: ALANINA, K: LISINA) (39) Ver tabla 1.

Tabla 1. Revision de alelos que expresan el epitope en una poblacién caucasica

ATLELO SECUENCIA
HLA-DRE1* DEL EPITOFPE
*0101 QFEFAA
*01021 QFFAA
*01022 QFFAA
+*0104 QFFAA
*0105 QFFAA
*04011 QEFAA
*04012 QEFAA
*0404 QFFAA
*04051 QFFAA
*04052 QFFAA
*0408 QFFAA
*0409 QEFAA
*0410 QFFAA
*0413 QEFAA
*0416 QEFAA
“0419 QREAA
*0421 QEFAA
*0423 QFFAA
+*0424 QFEFAA
*042 6 QEFAA
*042 8 QFFAA
+*0420 QFFAA
*0430 QFFAA
+*1402 QFFAA
*1406 QFFAA
*1420 QFFAA
*1430 QFFAA
+*1001 RRFAA
Al ionex (F Gluamina K- Arginina, A~ Alaquina, K-
Lini
Hitp-Wew_ Anthoxymolss Cows/Hie/Tats Hils

Las moléculas HLA clase Il, a las que pertenece el HLA-DRB1* estan

conformadas por un heterodimero de dos cadenas, la cadena A o cadena pesada,
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y la cadena B o cadena liviana; cada una de las cuales tienen dos dominios: al y
a2, blyb2. Ver figura 2.

Sitio
Alcantigénico

Fig. 2. Cadena Alfa Formada Por Tres Dominios Externos Denominados Alfa 1, Alfa 2 Y Alfa 3,
Con Sus Dominios Transmembranal (TM) Y Uno Intracitoplasmatico.

(http://epidemiologiamolecular.com/wp-content/uploads/2009/02/clip-image00219.gif)

Se ha postulado que la presencia del ER en poblaciones caucasicas influencia no
sélo la susceptibilidad a la AR, sino también la produccién de factor Reumatoide y
la severidad de la enfermedad, manifestada por un mayor grado de destruccion
articular evaluado radiolégicamente y por la presencia de manifestaciones extra-
articulares tales como nodulosis y vasculitis. La asociacion de la AR con
antigenos del sistema HLA puede variar con la raza. Pacientes afro colombianos
de Quibdd, hispanos de nueva york, como en la mayoria de pacientes afro-
americanos de la ciudad de Birmingham (E.U), la asociacion con genes DRB1* no
fue demostrada'. De la misma manera, en pacientes chilenos de Santiago se
reportd una leve asociacion con DR4; a pesar de que los subtipos mas frecuentes
fueron DRB1*0404 y *0408, en el 46% de los casos la susceptibilidad a la

Juan Manuel Anaya. Genes vy Artritis Reumatoidea. Revista de Reumatologia. Online:
http://www.encolombia.com/reumatologia6399genes.htm consultado: [02/02/2009]
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enfermedad y la severidad de la misma fueron independientes del ER 9. Ver
Tabla 2.

En Colombia algunos estudios han examinado la relacion entre HLA y AR. Clavijo
y cols., mostr6 que la frecuencia tanto del HLA-DR4 como del DR1 fue de 23% en
69 pacientes; este estudio no incluy6 poblacion control. Avila y cols, en un analisis
de 60 pacientes y 60 controles apareados por sexo, reportd un aumento de la
frecuencia del HLA-DR4 en los pacientes (42% vs. 7%, riesgo relativo: 7.7, p
<0.001). Yunis y cols. Estudiaron 8 pacientes de la tribu guambiana y 24 controles
apareados por raza. La presencia del HLA-DR4 se observd en 7 pacientes
(87.5%) y en 15 controles (62.5%). Seis pacientes (75%) fueron HLA-DRB1*0404
mientras que este alelo fue observado en 8 de 15 controles (53.3%). Aunque la
diferencia entre pacientes y controles no fue significativa, el hallazgo de genes
caucasicos, tales como el HLA-DRB1*0404, en la poblacion Guambiana sugirié un
efecto de fusion, que apoya la hipotesis que considera el origen de la AR en el

antiguo continente, dada la asociacion entre éstos genes y la enfermedad %"
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Tabla 2. Aminoacidos de la cadena Beta de las moléculas HLA de clase Il
codificadas por los alelos HLA-DRB1 asociados con artritis reumatoide.

Residuocs maz afectades con el cambio del aminodcide ocupants

Alelo 9 11 12 13 14 26 28 29 A0 37 32 4T &1
DRE1 = "t . =

DRE1"0103
DRE1"0402
DRE1"1301
DRE1"0415
DRE1"0701
DRE1*0801
DRE1*1201
DRE1* 1403
DRE1*1412
DRE1" 1426
DRE1" 1601
DRE1*1602
DRE1"0401
DRE1°0409
DRE1°0413
DRE1"0416
DRE1"0421
DRE1" 0101
DRE1"0102
DRE1"0104
DRE1 0404
DRE1 0405
DRE1"0408
CRE1"0410
DRE1'0418
CRE1 1402
DRE1" 1406
DRE1" 1001
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“Aminoacidos que presentan la mayor perturbacian dal potencial electrostatice dal bolsile producida por el efacto del
aminodcido ocupanta sobre los residucs con los gue intaractia

tamincacidos que conforman &l cuarta balzille de unidn {(Focket )

El recuadro de linsa discontinua rasalta la secuancia TOERAA™,

El recuadra de linsa groesa resalta la ubicacion del epitope camparida ™(00R N RIRA™,

Secuencias de aminoacidos oblenidas de IMGT/HLA Dalabase (102)

G glicing; P: proling; &; alanina; ¥ valina; L: lsucina; I; iseleucina; M: metionina; C: cisteina; F: fenilalanina; ¥ tirosng; W
triiptafano; H: histidina; K- lisina; R- arginina; O glutamina; N: asparaginag; E: acido glutamico; D: Acido aspartico, S: sanina,
T: treoning.
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6. FACTORES GENETICOS DE LA ARTRITIS REUMATOIDE ASOCIADOS
AL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC) CLASE II.

Resulta bien conocida la asociacion existente entre la presencia del alelo HLA-
DRB1*, con el dominio conocido como "epitope compartido” (en los aminoacidos
del 69 al 74 de la tercera region hipervariable del receptor de célula T (RCT) y AR.
Se ha demostrado que la presencia de este epitope es crucial, no sélo en el
surgimiento de la enfermedad sino en la severidad y progresion de ésta;
demostrandose cémo existe un denominado efecto dosis-genético, en el que la
severidad de los sintomas depende de la presencia de este alelo y es asi como
individuos homocigoticos para éste, tendran una enfermedad mas agresiva, con

erosion articular y participacion sistémica.

Aunque se ha comprobado que en poblaciones no caucéasicas, son otras las
especificidades del HLA-DR (B1-0101, B1-0114), las que se asocian con la AR, el
patrén de agresividad en presencia de estos alelos, se comporta de la misma

forma que en el caso del epitope critico mencionado ©.

Retomando los estudios mas numerosos, donde se demuestra la asociacion HLA-
DRB1*, se ha comprobado, que en la posicion 71 del epitope critico, si el
aminoacido presente es lisina, cuando se produzca la cooperacion celular entre
estas células T auxiliadoras, portadoras del DRB1*, las células DB segregaran
factores reumatoides (FR) y la enfermedad sera mas agresiva; mientras que si el
aminoacido presente en posicién 71 es una arginina, el paciente no segregara FR

y su enfermedad tendra un mejor prondstico.

La asociacion del HLA con la AR, no esta solo restringida a los genes DR, sino
gue se propone un denominado haplotipo extendido, que involucra también a
algunos genes DQ y a los genes TAP (que estan codificados en la region Il del
MHC) y que son importantes en el procesamiento y transporte del antigeno, para

su presentacion adecuada; asi se ha comprobado en la AR, una frecuencia mayor

47



de los genes TAP2 0101-1693, asociada con DRB1* y que participa en la
instruccion postimica del RCT.

6.1. ASOCIACION CON HLA-DRB1.

Weyand y otros (1992) encontré que la severidad del RA, segun lo reflejado en la
ocurrencia de manifestaciones extra articular, esta asociada un alelo en particular
HLA-DRB1* 0401 en calidad de homocigoto “?. Aunque genéticamente sean
comunes los genes para ciertas enfermedades autoinmunes, las manifestaciones
clinicas son heterogéneas; ademas de la formacion de nddulos reumatoides, éstos
incluyeron enfermedad pulmonar reumatoide, vasculitis reumatoide, el sindrome
de Felty y el mononeuritis vasculitica reumatoide. Alelos HLA-DRB1* que codifican

el “epitope compartido”; se asocian a susceptibilidad AR “V.

Kallberg y cols investigaron sobre las interacciones del gene-gene y del gene-
ambiente en artritis reumatoide, especificamente, la interaccion entre 2 factores de
riesgo genéticos importantes de AR, el HLA-DRB1* comparti6 los alelos y el alelo
de PTPN22 R620W del epitope compartido (SE), realizado en 3 grandes estudios
de caso-control (un sueco, norteamericano y ultimo holandés). La interacciéon
constante, definida como salida de la aditividad, entre los alelos del SE HLA-
DRB1* vy el alelo de PTPN22 R620W fue considerada en los 3 estudios positivo
de susceptibilidad para artritis reumatoide para los anticuerpos a las proteinas
citrulina (anti-CCP) “1%  |os nuevos trabajos propusieron una hipétesis
etiolégica que pueden explicar la fuerte interaccién entre fumadadores y los alelos
del SE HLA-DRB1, que puede contribuir a la citrulinacién de proteinas en el
pulmon y que pueda ocurrir la activacion inmune contra tales proteinas por
modificacion postransduccional preferencial en los individuos que llevan los alelos
del HLA-DRB1*, puesto que el citrulinacion puede aumentar especificamente la
afinidad entre una proteina y una cadena HLA-DR-beta que contiene el epitope

compartido (SE).
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6.2. GENES NO ASOCIADOS CON EL MHC.
6.2.1. Asociacion PTPN22 con la Artritis Reumatoide.

La asociacion de la AR con PTPN22 asociado a susceptibilidad con el alelo,
C1858T de pacientes con AR, produciendo un cambio aminoacidico en la proteina
en R620W SNP’s PTPN22. Es posiblemente un alelo de riesgo que esta presente
en el aproximadamente 17% de los individuos blancos de la poblacién en general
y en el aproximadamente 28% de los pacientes con AR, posee una region rica en
prolina P1 que es importante para la interaccion con Proteina Kinasas CSK,
alterando potencialmente la funcién normal de estas proteinas como reguladores

negativos de la activacion de la célula de T @42,

Para determinar si otras variantes genéticas en PTPN22 contribuyen al desarrollo
de la artritis reumatoide, Carlton y cols (2005) investigaron la region de la
codificacion de este gen en 48 pacientes norteamericanos blancos con AR e
identific6 15 SNP’s no anunciados en ningun estudio, incluyendo 2 SNP’s de
codificacion en el dominio catalitico SH1. Entonces genotipificaron 37 SNP’s en
PTPN22 cercano en 475 pacientes con RA y 475 controles individualmente
emparejados, y seleccionaron un subconjunto de marcadores para la réplica en los

661 pacientes adicionales con RA y 1.322 controles individualmente emparejados.

Los analisis de estos resultados predijeron una frecuencia del 1% en haplotipos
comunes en norteamericanos blancos. El Unico haplotipo encontrado para
determinar el alelo de riesgo fue R620W asociado fuertemente a la enfermedad,
mientras que el otro haplotipo fue el SNP’s R620, no demostré ninguna
asociacion. R620W, sin embargo, el estudio no explic6 completamente la
asociacion entre PTPN22 y el AR, puesto que las diferencias significativas entre
los casos y los controles persistieron en la muestra después de que los datos del

haplotipo fueran estratificados por R620W.
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Los andlisis adicionales identificaron 2 SNP’s en un solo haplotipo comun que se
asociaron independiente a AR de R620W en el gen PTPN22, sugiriendo por lo

menos necesita una variante adicional para conferir susceptibilidad a AR “®:
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7. ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL

7.1. GENERALIDADES

Artritis  Idiopética Juvenil (AlJ) es la enfermedad méas comin de las
inmunodefiencias en los jévenes y en la practica reumatoldgica pediatrica pero la
menos estudiada inmunogenéticamente. A diferencia de la artritis reumatoide del
adulto, la (AlJ) tiene ciertas variantes clinicas, lo que la hace mas interesante
desde el punto de vista genético (fenotipos). En su etiopatogenia se han
identificado varios factores que en su conjunto explicarian el inicio y la
perpetuacion de la respuesta inflamatoria que afecta las articulaciones y tejidos
vecinos, y que de no ser controlados llegan a destruirlos, tal como sucede en otras

enfermedades autoinmunes %,

La patogénesis de la enfermedad puede
determinarse por alteraciones a nivel de complejo trimolecular, constituido por un
antigeno putativo, el receptor de linfocitos T y el Complejo Mayor de

Histocompatibilidad (CMH).

Artritis Reumatoide Idiopética Juvenil (AlJ) es una enfermedad difusa del tejido
conectivo y la méas frecuente en nifios, cuya presentacion clinica es proteiforme,

cuya caracteristica principal es la presencia de sinovitis cronica y destructiva.

El curso y la severidad son variables que ocasionan incapacidad fisica en diversos
grados como también problemas psicolégicos y sociales tanto en el paciente como

en su familia.

La primera publicacion sobre (AlJ) aparecié en 1864, Cornil describié el caso de
un paciente cuya enfermedad se inici6 a los 12 afios y provoco deformaciones en
varias articulaciones. En 1870 Moncalvo public6 en Portugal y en Brasil una
monografia sobre un caso de artritis en la nifiez.

Diamantberger en 1891 en su tesis doctoral dio a conocer la informacion colectada

de 37 pacientes con la enfermedad de Still; caracterizo la forma sistémica de la
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enfermedad en 1897, remarcando que se trataba de una enfermedad distinta a la

artritis reumatica del adulto 7.

Los criterios diagnosticos establecidos para la (AlJ) son aparentemente simples:
(AlJ) debe empezar antes de los 16 afios, y ha de persistir al menos seis
semanas, es nhecesario excluir otros diagndsticos identificables ®%. No hay
pruebas de laboratorio diagndsticas precisas, por esto no extrafia que la (AlJ)
abarque diversos sindromes clinicos muy distintos, por el momento, los autores

prefieren llamarla a (AlJ) o Artritis Crénica Juvenil (ACJ)

La etiopatogenia aun es desconocida, se han descrito factores como trauma fisico,
estrés psicoldgico, infecciones: pero hay seguridad en que su patogenia es
inmune y se presenta en un individuo genéticamente predispuesto. La forma
sistémica se asocia al antigeno de histocompatibilidad HLA DR5, la forma
poliarticular al HLA DR4 y la forma oligoarticular a los antigenos HLA B27, DR5,
DR8 (@5 10)

Se han informado multiples anormalidades inmunoldgicas en (AlJ), las células B
circulantes estan aumentadas en pacientes con (AlJ) sistémica y poliarticular y es
posible que la subpoblacién positiva para CD5 esté aumentada de modo

preferencial.
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8. EPIDEMIOLOGIA GENETICA DE ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL
8.1. PREVALENCIA E INCIDENCIA

En la practica reumatolégica pedidtrica es la menos estudiada
inmunogenéticamente. A diferencia de AR del adulto, la (AlJ) tiene ciertas
variantes clinicas, lo que la hace mas interesante desde el punto de vista genético

(fenotipos).

En Colombia (Suramérica) son escasos, sino ausentes, los trabajos realizados en
el analisis de esta entidad. Sélo existen dos resumenes: uno presentado en un
Congreso de la Sociedad Colombiana de Reumatologia y el otro en 1999 en el
Congreso de la American Collage of Rheumatology. La enfermedad de por si es
poco conocida en el pais. De ella no se conoce su prevalencia ni su frecuencia,
como tampoco su morbilidad. Actualmente no existe un registro médico nacional
que articule los esfuerzos encaminados a un mayor conocimiento de este

padecimiento.

En su etiopatogenia se han identificado varios factores que en su conjunto
explicarian el inicio y la perpetuacion de la respuesta inflamatoria que afecta las
articulaciones y tejidos vecinos, y que de no ser controlados llegan a destruirlos.
En la mayoria de trabajos publicados la proporcién de mujeres es mayor que la de
varones, usualmente el porcentaje de pacientes de sexo femenino se halla entre el

57 y 73% y la distribucion segtn forma de inicio muestra grandes variaciones ©%.

En los diferentes estudios no se muestran una diferencia significativa entre la
frecuencia de sexos, 49.5 % fueron varones y 50.5% mujeres, pero en el grupo
etéreo de mayor frecuencia de presentacién de 10 y 14 afios predominaron los

varones &34,
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La forma de inicio mas frecuente fue la Poliarticular seguida de la oligoarticular y la
sistémica, en el estudio de Llerena, donde la Poliarticular es la mas frecuente

seguida de la sistémica y la oligoatrticular.

El 1% de los pacientes tuvo antecedentes de enfermedades reumaticas en la
familia, lo que esta de acuerdo a lo sefialado por la literatura. Los reportes sobre la
incidencia de enfermedades reumaticas de pacientes con artritis reumatoide
varian entre 2,3 y 16% debido a la existencia de agregacion familiar tanto en (AlJ)
como en las enfermedades reumaticas en general. El compromiso ocular mas
frecuente en (AlJ) es la iridociditis (uveitis anterior) su incidencia varia entre 8 y
24%, de ella derivan todas las complicaciones descritas a excepcion de la
gueratoconjuntivitis sicca (QCS) que se manifiesta en una minoria de estos nifos.
La leucocitosis marcada, es un hallazgo comun en esta entidad, se encuentra

sobre todo en la variedad sistémica “7.

8.2. CLASIFICACION CLINICA

La (AlJ) corresponde a un grupo heterogéneo de cuadros clinicos con
manifestaciones cronicas que varian en morbilidad. Es una artropatia inflamatoria
cronica que afecta diferentes articulaciones en numero y lugar diferente. Puede
producir manifestaciones extra articulares, predominando estas Ultimas en el

cuadro clinico de (AlJ) sistémica.

Por definicién, el inicio de la enfermedad ocurre antes de los 16 afios de edad y
esta clasificada en tres grupos clinicos: (AlJ) oligoarticular, (AlJ) Poliarticular y
(A1J) sistémica ©”. El diagnéstico es basicamente clinico, no hay examenes para
clinicos que permitan el diagndstico definitivo de la misma. El Colegio Americano

de Reumatologia establecioé en 1977 criterios diagndésticos. Véase Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de AlJ segtin: ACR, EULAR, ILAR “®

La artritis reumatoide juvenil (ACR) ' Artritis cronica juvenil (EULAR) ' Artritis idiopatica juvenil (ILAR)

| Siétémico Sistéﬁico Sistémico

Poliarticular Poliarticular Poliarticular RF-negativos
Oligoarticular (pauciarticular) La artntis reumatoide juvenil Poliarticular RF-positivos
Pauciarticular Oligoarticular
Menores artnitis psoriasica Persistentes
Menores espondilitis anquilosante | Extendida
Artntis psoniasica
Enthesitis relacionados con I3 artritis
Otras artntis
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9. PAPEL DEL POLIMORFISMO DE LOS ALELOS HLA CLASE Il EN
ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL

En las enfermedades autoinmunes en el humano se ha podido documentar una
asociacion entre el polimorfismo de los alelos HLA clase | y clase Il con
susceptibilidad a desarrollar dichas enfermedades. Se ha postulado que en las
enfermedades son hereditarias, complejas y poligénicas. La respuesta inmune
dirigida contra el antigeno propio es crucial en la etiopatogenia de la enfermedad,
y que esta respuesta estaria condicionada por una particular expresion o rearreglo
de los genes en un individuo. De esta forma, un alelo HLA especifico podria
favorecer la presentacion antigénica de un péptido artritogenico a un repertorio de

TCR predeterminado genéticamente para la auto reactividad “°

La (AlJ) es una enfermedad compleja, poligénica, en la cual se han podido
documentar asociaciones no solo con los genes asociados al CMH sino también
con otros marcadores, tales como: genes promotores de IL-1, IL-6 e IL-10, TNF
alfa/beta y el polimorfismo de la region variable de TCR, PTPN22, CTLA-4 entre
otros 8 34 37.43.44) = Aynque las asociaciones mas consistentes y reproducibles
han sido las descritas con el polimorfismo de los genes CMH, los otros
marcadores genéticos complican el analisis de las bases genéticas de esta
enfermedad, ademas es evidente que no existen razones para suponer que la
(AlJ) sea diferente de las otras enfermedades autoinmunes en las cuales se ha
podido documentar varios sistemas genéticos esparcidos por diferentes

cromosomas asociados a la susceptibilidad y expresién de la enfermedad & 359,

A pesar de muchos estudios encaminados a asociar antigenos de leucocitos
humanos y artritis reumatoide juvenil, no esta claro aun cuéles de los genes del
CMH estan directamente involucrados en la patogénesis de esta enfermedad, esto
por ser una enfermedad heterogénea, hace mas compleja su asociacion con los
alelos HLA.

Todos los estudios publicados han sido desarrollados en pacientes caucasicos y
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anglosajones, muy pocos en grupos étnicos mestizos en la poblacion del Caribe
Colombiano uno desarrollado en la ciudad de Bogota por el grupo de
Reumatologia de la Universidad Nacional y el grupo de Inmunologia de la

universidad del Norte “° 88 9

La respuesta inmunitaria parece estar determinada en parte por el polimorfismo de
las moléculas clase 1l del CMH, por el reconocimiento y la interaccion entre
péptidos artritogenico con las moléculas de HLA clase 1l y el Receptor de Células
T CD4" (TCR). El proceso bioldgico iniciaria una cascada de eventos que
resultan en una respuesta inflamatoria, en una alteracién de la inmunoregulacion

y, en su defecto, en una respuesta autoinmune.

Mucho se ha investigado e informado respecto a la asociacién entre antigenos
HLA vy las diferentes formas de la enfermedad. También se han documentado
asociacion entre determinadas complicaciones de la enfermedad y la presencia o
ausencia (factor de riesgo o factor protector) de ciertos antigenos HLA, sin
embargo, existen significativas variaciones entre este tipo de asociacién en los
diferentes grupos étnicos o incluso dentro de la misma poblacion caucasica. El
informe de varios familiares con artritis reumatoide juvenil y de artritis reumatoide
juvenil de gemelos idénticos apoya también la existencia de predisposicion

genética como un factor importante en la patogenicidad de la enfermedad “* 59,

El haplotipo HLA-DR5 y DR8 en heterocigotos dobles pueden representar una
forma de herencia pseudorecesiva de (AlJ) oligoarticular, especialmente cuando
se detecta en hermanos de los pacientes. Este epitope compartido podria tener un
papel importante en la patogenia de la enfermedad. El subgrupo (AlJ) poliarticular
RF" clinicamente recuerda el cuadro clinico de AR en el adulto.

Un andlisis de secuenciacion de estos alelos ha revelado un incremento en las
frecuencias de DRB1*0401 y *0404 en poblacion caucasoide y del alelo DRpB1*

0405 en pacientes japonés. Todo lo anterior refuerza el concepto de que (AlJ)
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poliarticular RF+ estd estrechamente asociado desde el punto de vista
fisiopatologico y genético en el adulto. De hecho, hoy esta plenamente
demostrado que la predisposicion genética de la AR esta asociada a los genes
CMH clase Il de algunos loci HLA DRB1. Lo anterior ha dado origen a la teoria del
«Epitope Compartido». En resumen, un grupo de aminoécidos en la posicion del
motivo ubicado en la region alfa hélice del sitio union con el péptido artritogenico,
define un grupo de alelos HLA DRPB1*04 estrechamente asociado con

susceptibilidad al desarrollo de AR del adulto #4559,
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10. INMUNOGENETICA EN LAS ENFERMEDADES REUMATICAS.

10.1. EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC) EN EL
SER HUMANO

10.1.1. Antecedentes, definicidén y localizacién genética del MHC.

La inmunogenetica utiliza herramientas de la inmunologia y de la biologia
molecular para definir a los productos de los genes y a los genes mismos. Dentro
de esta rama, el MHC es un complejo genético central para el reconocimiento
inmunologico y es la barrera mas importante en la aceptacion de un trasplante
alogenico. A partir del descubrimiento del primer antigeno HLA en 1958 y gracias
al esfuerzo monumental de la colaboracién internacional, mediante la realizacion

de los talleres, desde 1964 (publicados en los Histocompatibility Testing 1964, 65,

67,70, 72,75, 77, 80, 84, 91), pero sobre todo el desarrollo del conocimientos ha

sido explosivo en los Ultimos afios * 252 59 | legando a conocer de manera muy
detallada el procesamiento y presentacion del antigeno tanto por moléculas HLA

clase | como HLA clase II. Ver Fig. 3 ¢4,

Procesamiento y presentacion del antigeno. (A) Moléculas HLA clase I. Las
proteinas intracelulares degradadas a péptidos en los proteosomas entran al
reticulo endoplasmico a través de TAP 1 y 2. Los péptidos ensamblados a las
moléculas de clase | son transportados a la superficie celular. (B) Moléculas HLA
Clase II: Estas moléculas se asocian con la cadena invariante (li) pasando por la
red Golgi y MCIl donde interactian con péptidos exdgenos derivados del
endosoma. Finalmente el complejo MHC-péptido es transportado a la superficie

celular.
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Fig.3. Procesamiento Antigenico “9
Los genes estructurales del complejo mayor HLA (antigenos de leucocitos
humanos) se localizan en el brazo corto del cromosoma 6 y ocupan una regién de
alrededor de 4000kb ©9. Ver fig. 4.
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Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region

Fig.4. Mapa Cromosomal Del CMH ©®
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Las regiones MHC se dividen en clase I, clase 1l y clase Ill. Los loci clase |
codifican para unos genes llamados (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-
G, HLA-H), los cuales expresan una serie de glucoproteina (cadena pesada de
44kd, llamada alfa) que al acoplarse de modo no covalente con una b
microglobulina (12kd) forman una molécula clase | intacta. Los antigenos HLA-A
B y C se expresan sobre todas las células nucleadas de los organismos mientras
que los E, F, G y H son antigenos de diferenciacion muy importantes en el
desarrollo y la maduracion fetales. Estos dltimos se localizan en la interfase
materna fetal en etapas distintas de la maduracién. Las moléculas clase |
funcionan como elementos de restriccion, esenciales para el reconocimiento de los
antigenos (tumorales o vitales) por los linfocitos T citotdéxicos que expresan el

marcador CD8".

Intercalados entre loci clases | y I, se encuentran ubicados otros genes; los que
codifican para la expresion del TNF (factor de necrosis tumoral alfa) que tiene una
diversidad de funciones entre las que estan las siguientes: necrotiza células
tumorales, estimula la biosintesis de proteinas implicadas en la respuesta
inmunitaria (clase |, GM-CSF, IL-1, INF-y), induce fendmenos de trombosis local y
de coagulacién intravascular diseminada y estimula la produccion de
prostaglandina E2, asi como de colagenasa por las células sinoviales. La proteina
de choque térmico HSP-70 parece intervenir en forma muy importante en rescatar
los péptidos procesados por la célula presentadora de antigeno (CPA); los
transporta a los compartimientos intracelulares adecuados y facilita su interaccion
con las moléculas clase Il, para que estas efectien su funciéon de presentar al

antigeno.

Algunos complotipos estan asociados con ciertos haplotipos HLA, por lo que
pueden resultar de interés en genética de poblaciones, en trasplantes o en
asociaciones de HLA con diversos padecimientos. La regién de clase Il, antes
denominada HLA-D es la mas compleja. Existen 22 loci clase Il agrupados en
regiones denominadas HLA-DR, DQ, DO, DNA, DP, TAP1, TAP2, LMP2 y LMP7.
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Los loci DR, DQ y DP contienen genes A y B, y uno de cada uno codifica para la
sintesis de una cadena alfa (33Kd) y una beta (28 Kd) que dan lugar a la
expresion de una glucoproteina dimérica llamada antigeno clase 1l. Las cadenas
alfa y beta tienen dominios externos, cada uno denominado alfa 1 y alfa 2 y beta 1
y beta 2. La cadena beta es la més polimorfica, especialmente beta 1, aunque en
los DQ vy los DP, alfa tiene cierta variabilidad.

Ambas se hallan insertadas en la membrana celular mediante un dominio
transmembranal y tienen una region intracitoplasmatica. Ver figura 1. Estas
moléculas se expresan sobre la superficie de células presentadoras de antigeno
(CPAs), macrofagos, linfocitos T activados, T cooperadores, linfocitos B, células

epiteliales y endoteliales.

Los antigenos DR son el producto del gen invariable DRA y de cualquiera de los
polimorficos DRB1, DRB3, DRB4 y DRB5 los heterodimeros DQ resultan de DQA1L
y DQB1, y DPB1. Los genes TAP1 y TAP2 estan involucrados en el transporte de
péptidos procesados en la rotura y procesamiento del antigeno dentro de la célula
en péptidos de diferentes tamafos. Las moléculas clase Il son sumamente
polimorficas y la variabilidad tanto de clase Il determina las diferentes alélicas
individuales, la alorreactividad y la capacidad de unirse a péptidos diversos. La
funcién de aquellos de clase Il es la de presentar los péptidos procesados sobre la
superficie de la CPA a los linfocitos T que expresan el cofactor CD4 y que

cooperan o suprimen la respuesta inmunitaria.

10.1.2. Polimorfismo, herenciay funcién del complejo MHC/HLA

Mediante el empleo de los métodos seroldgicos y celulares de tipificacion, se han
identificado oficialmente 158 antigenos HLA: (27) HLA-A; (10) HLA-C; (59) HLA-B;
(26) HLA-D; (21) HLA-DR; (9) HLA-DQ, y (6) HLA-DP. Sin embargo, con el analisis
molecular usando el Southern-blot, RFLPs (Polimorfismo de Longitud de los

Fragmentos de Restriccion), el PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) o la
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secuenciacion directa de genes HLA, se ha demostrado que existe un
“micropolimorfismo”, es decir, variaciones hasta un par de bases entre un alelo y

otro que no se pueden distinguir por los métodos convencionales.?

’ Base de Datos: IMGT/HLA Data Base
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11. HACIA LA IDENTIFICACION DE SISTEMAS GENETICOS COMUNES
ASOCIADOS CON ARTRITIS REUMATOIDE DE INSTALACION
TEMPRANA'Y ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR.

En los Ultimos afios se ha visto como muchos genes se han asociado a las
enfermedades autoinmunes, sin embargo también es conocido como muchas
enfermedades comparten genes comunes como tal vez es el caso de la (AR
Instalacion Temprana y (AlJ) poliarticular. Las cuales pueden estar asociadas con
genes comunes tales como: EI Snp’s Funcional PTPN22 (C1858T) ademas de
HLA clase Il DRB1-DQB1, ademas de otros genes o loci como: (PDCD1, FCRL3,
SUMO4, CD25, PADI4 and SLC22A4) > 6. 49.50.57)

La aberracién funcional de estos genes puede causar la activacion o inhibicién del
receptor del linfocito T de manera anormal pudiendo actuar como etiologia
molecular para que se presente la autoinmunidad. Estos genes podrian estar
actuando de manera de cascada o uno de ellos potencializando la funcién del otro
0 activacion de una via diferente de sefializacion intracelular produciendo por
ejemplo la expresion de genes pro inflamatorios ®®, muchos de los mecanismos
por los cuales esos genes actlan todavia son desconocidos, donde los pocos
conocimientos que se han obtenido a repercutido en un mejor prondstico y

tratamiento de las enfermedades autoinmunes “*°%. La principal

La existencia de regiones cromosOmicas asociadas a numerosas enfermedades
autoinmunitarias con expresion genética similares entre ellas, deja entrever la
existencia de factores genéticos comunes con la autoinmunidad. En los dltimos
afios se ha producido grandes avances en el conocimiento de estos posibles
marcadores genéticos como el gen PTPN22, el cual es un importante regulador de
la respuesta de los linfocitos T, el cual lo perfila como un importante marcador

genético en (AlJ) Poliarticular y AR de Inicio Temprano, el cual después del MHC
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es el gen més repetido y solido con las EAI. Estos genes han sido implicados en
las EAI en primer lugar por resultados procedentes de estudios familiares en los
que se ha observado un alto grado de agregacion familiar, ademas muestran
patrones de expresion génica alterados de manera similar mas no idénticos en
ambas enfermedades (AlJ) y (AR), lo cual nos hace sostener la hipotesis de una
base etiopatogenia comun y compartida. La identificacion de genes comunes
implicados en la predisposicion en la (AlJ) y (AR) seria de gran relevancia, puesto
que contribuiria al mejor conocimiento de las vias fisiopatoldégicas de estas
enfermedades, al desarrollo de nuevas estrategias de diagndstico a escala
molecular que podrian ser utlizadas como herramientas de prevencion y

prondstico asi como la identificacién de nuevas dianas terapéuticas ©°.

Para hallar los genes candidatos posiblemente comunes son escogidos
dependiendo de la estrategia posicional en la que los genes se seleccionan por su
localizacion en regiones cromosomicas que previamente se han asociado con la
(AlD) y (AR) en rastreos sistematicos del genoma. También se puede utilizar la
estrategia funcional, en la que el gen candidato es seleccionado por su implicacion
en los mecanismos patogénicos de las dos enfermedades. En cuyo caso serian
buenos candidatos los genes implicados en los mecanismos moleculares y
celulares alterados que dan lugar a autoinmunidad como es el caso de la
activacion de los linfocitos T y la presentacion antigénica o con los relacionados

con el desequilibrio entre mediadores pro y antiinflamatorios % %%,

El gen PTPN22 se ha sefialado como que podria ser un factor de riesgo implicado
en la produccién de auto anticuerpos, ya que las enfermedades autoinmunes en
las que se muestra asociacion mas significativa los anticuerpos son sumamente
importantes en la fisiopatogenia lo cual quiere decir que posiblemente este gen

podria estar definiendo ciertos grupos de enfermedades auto inmunitarias ©.
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11.1. PTPN22 Y MHC/HLA COMO FACTORES DE RIESGO EN ARTRITIS
REUMATOIDE

El concepto de interaccion fue discutido por Rothman en la conexién a la
introduccién de un componente de modelo causal, el cual refiere que esté previsto
para explicar causalidad entre dos factores de riesgo los cuales pueden ser
independientes sin ningln camino a la enfermedad pero que para que esta se de
se requiere la implicacibn de ambos factores de riesgo. Alternativamente, una
interaccion biol6gica se considera estar presente si hay por lo menos uno que
comparte un camino hacia enfermedad que requiere la implicacion de ambos
factores de riesgo. La interaccion en este sentido es detectada comparando el
efecto entre los expuestos a ambos factores con la suma de los efectos atribuidos
a cada uno de los dos factores por si mismo. Asi, la “interaccion,” segun lo
definido por una desviacion de la aditividad, tiene una interpretacion biol6gica.
Cuando dos causas contributarias estan obrando reciprocamente, existe un
camino a la enfermedad que requiere ambos factores. Asi, tales interacciones son
relevantes desde una perspectiva mecanica. Uso del previamente concepto
descrito de interaccion aditiva a los resultados del actual estudio implicaria que
teniendo células presentadoras de antigenos las cuales contienen moléculas del
sistema MHC/HLA clase Il con alelos del SE (primer componente “causa”) y los T-
cells con la regulacion disfuncional se asocian al PTPN22 especificamente su
alelo de R620W (segundo componente causal) estos aumentan el riesgo de
manifestacion de la enfermedad mas que la suma prevista de cada uno de estos

por separado (19102

De manera independiente el PTPN22 esta asociado con la presencia de ACCP
positivo mientras que el HLA-DRB1 con el FR seropositivo ‘%, Los factores
genéticos contribuyen con fuertemente con la heredabilidad aproximadamente

entre un 50-60% en estudios de gemelos y de ligamiento, y una contribucion
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adicional del 50% relacionado con factores de riesgo ambientales o fisiol6gicos
(104).

Los estudios que mencionan una posible interaccion del Gen PTPN22 (C1858T)
con el MHC/HLA-DRB1* y de estos con el medio ambiente como caracteristicas
dominantes comunes en el desarrollo de la artritis reumatoide y Artritis Idiopatica

Juvenil Poliarticular 103104,

Aproximadamente un 40% de la susceptibilidad para
la presencia de AR corresponde aun componente genético con un mayor
porcentaje del Sistema MHC/HLA-DRB1 donde el PTPN22 se ha encontrado
mayormente asociado con susceptibilidad en poblacién ancestrales del norte de

Europa con un riesgo atribuible de aproximadamente del 8% (04 195,

Recientes Estudios mas recientes han demostrado que la susceptibilidad del RA
depende entre los muchos factores existente de HLA-DRB1 (SE), PTPN22, con
un efecto muy fuerte en algunos subgrupos de pacientes del RA que sean
positivos para los autoanticuerpos del CCP (%119 | 35 proteinas codificadas por
los alelos HLA-DRB1 SE han demostrado atar los péptidos citrulinados con una
afinidad més alta, dando por resultado una respuesta realzada de la célula de T
helper. El gen PTPN22 codifica la fosfatasa linfoide de la tirosina es una proteina
con una funcién potencial en regulacion umbrales de la activacion de los linfocitos

By T de ahi la hipétesis de una posible interaccién o epitasis entre ellas 18113

Se ha propuesto que el polimorfismo PTPN22 (C1858T) estd asociado con
susceptibilidad por una falta de supresion de las células de T autoreactivas,
predisponiendo a la autoinmunidad. La variacion en cualquier gen podria por lo
tanto predisponer a RA, creando un ambiente permisivo para una

inmunorespuesta a las propias proteinas y 6rganos %4

Un estudio realizado en por Henrik Kallberg (2007) con 1977 casos y 2405
controles mostro asociaciones entre los dos genes especificamente es decir como
conclusion existia una semejanza en la distribucion del alelo para HLA-DRB1 y

PTPN22 en los pacientes con AR, y en los controles se diferenciaron en la
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distribucion del alelo para HLA-DRB1 y PTPN22, con un predominio mas alto con
respecto a ambos HLA-DRB1 Alelos con el Epitope Compartido (SE) y el alelo de
PTPN22 (C1858T)-(R620W). Los autores mencionan en el articulo que la
asociacion puede variar de una poblacién a otra al igual los alelos de PTPN22
R620W y Los alelos del HLA-DRB1 (SE) fueron asociados con un mayor riesgo de
desarrollar anti-CCP-positivo en AR. Estos genes tomados juntos, los datos
proporcionan una prueba evidente de la existencia de una interaccion del gen-gen
entre los alelos del HLA-DRB1* SE y el alelo de PTPN22 R620W en el aumento
del riesgo para el desarrollo del RA con anticuerpo-positivo del anticitrulina %2

Otro estudio confirmo asociaciones de las combinaciones especificas entre el gen
PTPN22 (C1858T) y MHC/HLA-DRB1 con OR: 5.6 (4.5, 7.1) %2,
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12.ASOCIACION DEL COMPLEJO HLA CON LAS ENFERMEDADES
AUTOINMUNES.

12.1. ASOCIACION DEL HLA CON ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO
Y ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL

Hace mas de 20 afios que se descubrio la participacion de los antigenos HLA en
la susceptibilidad a diferentes enfermedades, y a partir de 1972, el desarrollo fue
espectacular. Hoy se han descrito mas de 500 entidades clinicas de las cuales la
asociacion a HLA esti confirmada en mas de 50. En 1985, Tiwari y Terasaki
publicaron un compendio en el que se detallan 76 enfermedades con sus
respectivas asociaciones en diferentes grupos étnicos. El proceso es

extraordinario y abarca tres aspectos fundamentales:

Descripcidn de asociaciones nuevas y casi absolutas como la de la narcolepsia y
el DR2 o la presencia de genes de supresién contra antigenos microbianos o
parasitarios. El andlisis de nuevos loci (DQ, DP, TAP, LMP) que permiten una
exploracion més profunda de los mecanismos moleculares de la asociacion. Tal es
el caso de la diabetes dependiente de insulina, en la que ahora se sabe que la
ausencia de un &cido aspartico en la posicidbn 57 de la cadena DQB confiere
susceptibilidad junto con la presencia de una arginina en DQA-52. Estos datos
apoyan la hipétesis de que las secuencias contenidas en el sitio de unién

dependera que un péptido propio se una e induzca autoinmunidad.

Una estrategia genética de enfoque mas preciso para estudios en familias,
permitira confirmar la asociacion con HLA, dependiendo de como compartan
haplotipos los afectados; la diferencia entre el 100% de concordancia teorica en
hermanos gemelos y la observada, sefiala el grado de participacion de los factores

ambientales.
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Los hallazgos en animales transgénicos empiezan a demostrar la importancia de
estos modelos y el papel que juegan los patdégenos o las secuencias alélicas en la

proteccion o susceptibilidad.

Las principales enfermedades con participacion de HLA caen en las categorias
siguientes: hemato-oncolégicas, nefroldgicas, oftalmoldgicas, endocrinoldgicas y
autoinmunitarias, digestivas, neuroldgicas, dermatologicas, infecciosas y las

reumatolégicas que se describen a continuacion.
12.1.2. Herencia.

Los genes HLA se heredan siguiendo la primera ley de Mendel, en forma
codominante, de modo que en cada haplotipo (mitad de la informacién genética
que se porta en cada cromosoma) se manifiesta un antigeno de cada locus y se
expresan los dos. Asi, el genotipo consiste de dos antigenos de cada locus y

cada individuo es portador de 12 antigenos HLA; seis de uno paterno ©9. Ver fig. 5

(@).

Mother Father
ad atl nE3 ag
B3 BS5S BEO B7
DR17 DR7? DR 5 DR1S
F. c D
Children
al oz al AnE3 nE3 a1 atil ag
B3 B7 B3 BEEO BE0 BSS BS5S B7
DR17 DR1S  DR17 DR S DR S DR7? DR7? DR1S

Fig.5 (a) Herencia Codominante ©.

El desequilibrio de enlace es una caracteristica particular del MHC y consiste en la
combinacion preferencial de antigenos de los diferentes loci en un mismo individuo
mas de lo esperado por el azar, por lo que son marcadores “exquisitos” de las

poblaciones humanas. Muchos estudios han evaluado el fenédmeno de
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haplotificidad determinando que se debe a la cercania que existe entre genes y al
modo cross-sectional en que estos son transcritos ©%. Ver fig. 5 (b) y 6
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Figura 5(b). Modelo de divergencia con respecto a haplotipos de la region DR-DQ
en materia de extensién de MHC ©9),
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Figura 6. Cercania de los genes HLA-DRB1 y los HLA-DQA1 y DQB1 ©%:
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13. ESTRUCTURA, INHIBICION Y MECANISMOS DE REGULACION DE
(PTPN22) LYP, UN LINFOIDE ESPECIFICO TIROSINA FOSFATASA Y SU
IMPLICACION EN LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES.

El linfoide-especifico tirosina fosfatasa (LYP) ha generado un enorme interés por
gue sea descubierto un SNP en el gen PTPN22 que codifica para LYP la cual es
una fosfatasa mutante que estd asociada con la severidad de las enfermedades

autoinmunes ¥, Ver fig. 7.

Fig. 7. (A) PTPN22 Nativa Y (B) PTPN22 Activada "

El gen PTPN22 codifica para una fosfatasa especifica de linfocitos que cataliza la
desfosforilacion intracelular en residuos de tirosina y de esta manera contribuye a
la inhibicion de la activacion de las células T ®Y. En el gen PTPN22 se describio
una variante genética consistente con el cambio de una sola base [SNP] en la
posicion 1858 (C1858T), que da lugar a un cambio de aminoacido de arginina por
triptéfano (R620W) y se asocia con susceptibilidad con autoinmunidad.
Recientemente se ha demostrado que el alelo T del polimorfismo 1858 causa una
ganancia de funcion enzimatica de PTPN22 que daria lugar a un aumento en el
umbral para la activacion de los linfocitos T. Esto podria causar el escape timico
de linfocitos T autoreactivos (Seleccibn Negativa) o una menor cantidad de

linfocitos T reguladores, procesos que activarian la autoinmunidad ©* %2
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13.1. LINFOIDE ESPECIFICO TIROSINA FOSFATASA (LYP)

Es una proteina de 110 Kda que consiste de un amino terminal y un segmento no

catalitico C-terminal.

Superfamilia de PTPs:
PTP-PEST(PTPN12)
PTP-HSCF/BDP1(PTPN18).
LYP/PEP(PTPN22).

Los estudios bioquimicos sugieren que LYP es un inhibidor de la activacion de las

células T, ligada a traves de la desfosforilacion de Lck y Zap70 ©°. Ver fig 8.

La PTPN22 (proteina tirosina fosfatasa non receptor 22) es un gen que se
encuentra en el cromosoma 1p13.3—p13.1, esta regidn esta altamente ligada con
RA, este gen codifica para linfoide especifico fosfatasa (LYP). Lyp es una
molécula intracelular PTP que contiene un dominio catalico N-terminal y uno no

catalitico C-terminal con cuatro 4 dominios ricos en prolina.

Lyp es desfosforilado por las kinases Lck, Fyn, and Zap-70, con una gran

importancia en la sefializacion de los LT © %9, ver fig 9.
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Fig. 9. Dominios Ricos En Prolina De PTPN22 ©9.

Una funcion adicional de LYP es la baja regulacion en la activacién de los

Linfocitos T, ligados a su dominio C-terminal Src tyrosine kinase (Csk).
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Csk es un supresor esencial de las kinasas que interactian en la medicion de la
activacion de las células T ®. Ver fig. 10
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Fig 10. Mecanismos De Lyp Afectan La Activacion De Células T ©.

Lyp liga un adaptador de la molécula Grb2 (growth factor receptor-bound protein
2) en esta interaccion juega un rol en la regulacion negativa en la funcioén de los

linfocitos T ©9.

Recientes estudios han demostrado que el single nucleotido polymorphism (SNP)
of PTPN22 (C1858T, R620W), en el motivo P1 es la region donde interactian las
moléculas y en donde puede haber una interrupcion entre Lyp y Csk, es en este
sitio donde pueden formar un complejo para la supresion y activacion de los
linfocitos T. En una poblacién caucésica se ha encontrado el alelo, PTPN22

como factor de riesgo para el desarrollo de multiples enfermedades autoinmunes
(60)
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13.2. MECANISMOS DE INTERACCION DE LYP EN LA AUTOINMUNIDAD

Lyp fisicamente se enlaza por un motivo rico en prolina (P1) al dominio SH3 del
Csk Kinase 1 La capacidad de Csk y Lyp para inhibir la sefializacion de
receptor de células T requiere de una asociacion fisica ©®. Estas moléculas actian
conjuntamente para inactivar Lck; una kinasa de la familia Src que esta
involucrada en eventos de sefializacion de las células T. Csk actua fosforilando la
tirosina 505 (fosfatasa inhibitoria para Lck), mientras que PTPN22 actla
removiendo el fosfato de activacion en la tirosina 394, convirtiendo a Lck a una
configuracion inactiva, causando una regulacion negativa de la via de sefializacion
de células T. Recientes estudios han demostrado que un polimorfismo de
nucledtido simple (SNP) de PTPN22 (C1858T) (R620W) dbSNP No. Rs2476601,
localizado en el motivo P1 interrumpe la interaccion entre Lyp y Csk, evitando la
unién del complejo, por lo tanto la no inactivacién de Lck.“%Y Asi, la asociacion
del alelo R629W con la enfermedad puede ser el cambio en la regulacién de Lck
causando la perdida de regulacion negativa en la via de sefializacién del receptor
de células T. Es mas probable que el polimorfismo R620W cause un cambio del
nivel de actividad eficaz de PTPN22 en los compartimientos celulares, como una

ganancia de funcion.
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14.OBJETIVOS

14.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer los polimorfismos de los sistemas genéticos PTPN22 (SNP’s C1858T)
y moleculares MHC/HLA-DRB1* con la susceptibilidad para desarrollar Artritis
Idiopatica Juvenil Poli Articular y Artritis Reumatoide De Instalacion Temprana en

un grupo de pacientes colombianos.

14.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Genoaotipificar los alelos de genes MHC/HLA-Clase 1l: DRB1* en pacientes
con AIlJ Poliarticular, Artritis Reumatoide de Instalacion Temprana y
controles sanos.

2. Genotipificar los genes (SNP’s) del sistema genético PTPN22 (C1858T) en
pacientes con AlJ Poliarticular, Artritis Reumatoide de instalacién Temprana
y controles sanos.

3. Asociar los polimorfismos del sistemas genético MHC/HLA-Clase Il: DRB1*
y PTPN22 (C1858T) con la susceptibilidad o proteccion de Artritis Idiopatica
Juvenil Poli Articular y Artritis Reumatoide de Instalacion Temprana.

4. Determinar la posible interaccion de los alelos MHC/HLA-Clase Il: DRB1* y
el Snp’s PTPN22 (C1858T) como marcadores moleculares en la
susceptibilidad de desarrollar Artritis Idiopatica Juvenil Poli Articular y Artritis

Reumatoide de Instalacién Temprana.
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15. HIPOTESIS

15.1. HIPOTESIS NULA

Los polimorfismos genéticos y moleculares de los sistemas MHC/HLA-Clase II:
DRB1* y PTPN22 (C1858T) no son marcadores comunes para susceptibilidad en
las dos entidades: Artritis Idiopatica Juvenil Poliarticular y Artritis Reumatoide de

Instalacién Temprana.

15.2. HIPOTESIS ALTERNA
Los polimorfismos genéticos y moleculares de los sistemas MHC/HLA-Clase II:
DRB1* y PTPN22 (C1858T) son marcadores comunes para susceptibilidad en las

dos entidades: Artritis Idiopatica Juvenil Poliarticular y Artritis Reumatoide de

Instalacién Temprana.
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16. METODOLOGIA

16.1. TIPO DE ESTUDIO

Analitico de Casos y Controles.

Descriptivo: Se identificaron y describieron los polimorfismos presentes en los
sistemas genéticos MHC/HLA-Clase II: DRB1* y PTPN22 (C1858T).

De Corte Transversal De Casos y Controles: ya que las muestras se recolectaron

y procesaron en un periodo de 2 afos.

De casos y controles por que se obtuvo que por cada caso dos controles es decir
una relacion de 1:1:2.

Analitico: ya que se plante6 un analisis de asociacion y correlacién bivariado y
multlvariado con los polimorfismos de los dos sistemas genéticos con el desarrollo

o no de la enfermedad.

16.2. MUESTREO POBLACIONAL

16.2.1. Seleccién de la muestra

El tamafio de la muestra se estimo tomando en consideracion la poblacion
estimada del macro proyecto apoyado por Colciencias, por lo tanto en realidad es
una submuestra que ayuda a determinar y conocer el comportamiento de las
variables. EIl niumero de pacientes escogidos fueron 30 con Artritis Idiopatica
Juvenil Poliarticular y 30 pacientes con Artritis Reumatoide de Instalacion
Temprana, las muestras biolégicas, ADN de estos pacientes provinieron de una
corte de pacientes y controles establecida en el marco y desarrollo de un proyecto
titulado “ANALISIS MOLECULAR Y ESTUDIO DE LA ASOCIACION DEL
POLIMORFISMO DE GENES MHC Y SNP’S DEL TNF CON LOS STR’S DEL
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MHC EN MESTIZOS COLOMBIANOS SUFRIENDO DE (AlJ) POLIARTICULAR
Y AR DE INSTALACION TEMPRANA, del grupo de investigacion de Inmunologia
y Biologia Molecular de la Universidad del Norte en el marco del convenio suscrito
con Colciencias. 60 controles con iguales caracteristica poblacionales sin ningan
tipo de antecedente de enfermedad autoinmune no relacionados familiarmente se

escogieron al azar en esta corte.

El consentimiento informado fue obtenido por todos los controles y pacientes con
artritis reumatoide de instalacion temprana y pacientes con Artritis Idiopética
Juvenil Poliarticular cuyo formato fue aprobado por el Comité de Bioética de la

Fundacion Universitaria del Norte (Uninorte).

16.2.1.1. Dos Grupos de pacientes.

Se involucraron dos grupos de estudio 30 pacientes con Atrtritis Idiopéatica Juvenil
(AlJ) Poli articular y 30 pacientes con Artritis reumatoide de Instalacion
Temprana. Estos pacientes fueron recolectados en la ciudad de Barranquilla
provenientes de varias poblaciones del pais, previo diagndstico del especialista
bajo los criterios de ACR y EULAR para el respectivo diagnéstico de AlJ
Poliarticular y AR de Instalacion Temprana previa firma del consentimiento
informado de los pacientes, para un total de muestras analizadas de 60 muestras
de pacientes. Los datos clinicos de los pacientes fueron recolectados
directamente de las historias clinicas y descritos en el formato de recoleccion de

datos (ver anexo #1).
16.2.1.2. Grupo Control:
El grupo control estuvo representado en 60 sujetos, sanos para ambas entidades y

sin ningun tipo de enfermedad autoinmune es decir sujetos no relacionados

familiarmente sin antecedentes clinicos para las entidades.
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16.2.1.3. Criterios de Inclusién.

L 2

Pacientes colombianos no relacionados familiarmente con diagnostico
clinico de AR de instalacion temprana que reunieran los criterios del
Colegio Norteamericano de Reumatologia (ACR).

Pacientes colombianos no relacionados familiarmente con diagnéstico de
Artritis Idiopatica Juvenil Poliarticular que reunan los criterios diagnésticos
segun la Liga Internacional de Asociaciones de Reumatologia (ILAR)

Los dos grupos de pacientes al igual que los controles fueron colombianos
pertenecientes a diferentes regiones del pais.

Pacientes y acudientes que hayan firmado el consentimiento informado

aprobado por el comité de ética de la Universidad del Norte.

16.2.1.4. Criterios de Exclusion

No se incluyeron pacientes cuya informacion clinica no fue completa o que
presentaron cierto grado de incapacidad fisica o mental para la toma de
decision y firma del consentimiento informado.

Pacientes sufriendo de otras enfermedades autoinmunes, enfermedades
reumaticas degenerativas

Individuos con antecedentes familiares de tres generaciones que hayan
padecido de Enfermedades Autoinmunes.

Pacientes que no cumplian con los criterios de ILAR y la ACR.

Pacientes que se hayan negado a firmar el consentimiento informado.

16. 2. 1.4. Criterios de Inclusion de Controles.

e Sujetos no relacionados familiarmente con los pacientes
e Sujetos sin ningun tipo de enfermedad autoinmune.
e Pacientes sin antecedentes clinicos para ningun tipo de enfermedad

autoinmune.
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16.3. TECNICAS DE LA RECOLECCION DE DATOS CLINICOS

16.3.1. Fuente Primaria

Los datos fueron recolectados directamente de los pacientes por medio de
entrevistas, historia clinica y exploracion médica con respectivo diagnostico clinico
por parte del reumatoélogo, para luego consignar las variables de interés en un

formato de recoleccion con la informacion de importancia para el estudio.

16.3.2. Fuente Secundaria

Los datos recolectados directamente de las historias clinicas, como resultados de
analisis de laboratorio y que son de interés para el estudio como: los ANAS,
ANCA, Proteina C reactiva, entre otros, que aungque no se tuvieron en cuenta para
el analisis estadistico del presente estudio si para determinar el diagndéstico de los

pacientes.

v' Para el andlisis molecular de las secuencias aminoacidicas del epitope
compartido en tres de las posiciones 70-74 de los alelos asociados a dicho
epitope se analizaron los genes en las bases de datos: EBI y NCBI
Inmunoepitope, IMGT (HLA DATA BASE).
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17. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

17.1. IDENTIFICACION DE LOS ANTIGENOS HLA CLASE |l DRB1*

17.1.1. Extraccion de ADN (Salting Out).

El ADN de los pacientes y los controles se aislé a partir de sangre periférica por el
método de Salting Out cuando se obtuvo muestra total de 10ml con un sistema al

vacio (venoject-terumo) que contiene EDTA como anticoagulante.

17.1.2. Procedimiento

Centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos a -4 grados centigrados.

Separacion de las capas de células blancas o Buffy-Coatt, para ser transferidas a

un tubo falcén de 15ml.

Se adiciona solucion de lisis de glébulos rojos 7 ul hasta completar 15 ml se
homogeniza la solucibn y se centrifuga nuevamente a 3000rpm durante 15

minutos a menos 4 grados centigrados.

Se descarta el sobrenadante y se re suspende el botén en 5ml de solucion de lisis
de globulos rojos la cual contiene: 1M Tris HCL ( Ph 7.6) 10 ml, 0.5 M EDTA (Ph
8.0) 20 ml, 5 mM NaCl: 10ml vy se centrifuga nuevamente a 3000rpm durante 15
minutos a menos 4 grados centigrados. El sobrenadante se descarta y se
resuspende el boton en 3ml de reactivo de lisis de globulos blancos, se le adiciona
50ul de SDS al 10% y 50ul de proteinasa K [mg/ul].

Se somete a agitacién constante a una temperatura de 37 grados centigrados
durante toda la noche. Se adiciona 3ml de NaCl 5M, se agita fuertemente durante

15 segundos. Se centrifuga durante 25 minutos para obtener el sobrenadante el
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cual se transfiere a otro tubo falcon. Se realiza la precipitacion agregando igual
volumen de etanol frio al 100% mezclando suavemente la solucion hasta obtener
las tiras de ADN el cual se transfiere a un tubo eppendorf para secar el ADN

mediante la bomba de vacio.

Se le agrega 500ul de TE 1X. se somete a agitacion de 50rpm durante toda la
noche a una temperatura de 37 grados centigrados. Posteriormente se realiza la
lectura en el espectrofotdmetro a una dilucion de 980/20, la absorbencia se
obtiene 260 para ADN y 280 para proteinas. Obteniendo purezas finales de 1.7 a
2.0.

17.1.3. Cuantificacion del ADN.

Para conocer la concentracion de ADN, asi como la pureza de las proteinas se
realizaran pruebas de cuantificacion por medio del espectrofotbmetro y las

pruebas cualitativas por medio de electroforesis.

17.1.4. Calidad del ADN

La determinaciéon de la concentracion del ADN se efectia por medicion de la
densidad oOptica (DO) en 260 nm (Azsp). Un valor Ao de 1 (= 1 DO) corresponde
aproximadamente a 50 pg/ml de ADN de doble cadena. Para determinar la
contaminacion del ADN con proteina se mide ademas la absorcion en 280 nm y se
calcula el cociente Azeo/Azg0. Un ADN puro presenta una relacion Axgo/Azgo de 1,8 0
superior. Los valores Asso/Azgo inferiores a 1,8 indican la presencia de impurezas
por proteina. En un valor Azso/Azs0 = 1,5 la proporcion de proteina asciende aprox.
al 50% en la preparacion de ADN. Para obtener unos resultados de ensayo

optimos de PCR-SSP se precisa un ADN con un cociente Azgo/Azgo de 21,6.
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17.1.5. Equipos, materiales y reactivos utilizados:

Espectrofotometro UV

Taqg ADN polimerasa ( 5 U/ul, PE Applied Biosystems )

Termorregulador con tapa térmica (PE 9600, PE 9700 PE Applied
Biosystems)

Pipetas regulables

Multipipeta Eppendorf con combitips (10 ul)

Puntas de pipeta con filtro

Agua destilada (dH20)

Electroforesis de gel al 2%

Agarosa ( de uso en biologia molecular)

Camara de gel (adecuada para gel con un minimo de 25 pozos por peine)
Buffer 5 x TBE

Tris(hidroximetil)-aminometano (base)

Acido bérico ( H3BO3)

Na2EDTA

Solucién de bromuro de etidio (10 mg/ml)

ADN de longitud estandar (marcadores de 50 a 1000 bp) (no es
imprescindible)

Agitador magnético con placa térmica o un microondas

Transiluminador de UV (~ 200 - 300 nm)

17.1.6. Tipificacion Molecular De Los Alelos MHC/HLA Clase-ll:

(DRB1%).

Las muestras de pacientes y controles son tipificadas para poder identificar los
alelos HLA-DRB1* wusando la técnica de (PCR-SSP) primer de secuencia
especifica.

Se tipificd el exon 2 de la cadena 31 del HLA- DR.
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La tipificacion molecular se efectu6 mediante la técnica de PCR- SSP (sondas de
secuencia especifica). Esta técnica se basa en la utilizacion de iniciadores
especificos para la identificacion de uno o mas alelos y de un par de alelos
adicionales como control de la amplificacibn. La presencia o ausencia del
amplificado del (los) alelo o alelo(s) especificos define la asignacién de los alelos

particulares. Los fragmentos amplificados se observaron en gel de agarosa al 2%.

La (PCR) reaccién de cadena de polimerasa, permite obtener un gran nimero de
copias a partir de un segmento de ADN de interés, con esta técnica es posible
generar millones de copias de un gen especifico, el cual se obtiene por medio de

una repeticion ciclica de tres etapas:

» Desnaturalizacion: se obtiene separando las cadenas de ADN con
temperaturas elevadas, generando un molde de hebra simple.

» Anillamiento: ocurre una hibridizacion o union con los iniciadores a sus
secuencias homologas al ADN sustrato, se uniran solamente a secuencias
complementarias bajo condiciones especificas de temperatura.

» Polimerizacion o elongacién: es la extension en sentido 5- 3'del
complemento iniciador-sustrato, se obtiene con la utilizacién de la Tag-

polimerasa el cual va incorporando los desoxinucleétidos.
17.1.7. Tipificacion HLA-SSP
En una tipificacion del antigeno HLA de un ensayo de ADN se efectuan reacciones

PCR con un volumen de reaccién de 10 pl. Por cada tipificacion en un vaso

Eppendorf aplicar una mezcla maestra (mastermix). Ver tabla 4.
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Tabla 4. Composicion de la mezcla Mastermix

Composicidn de [a mezela maestra & |

MNimero de las reacciones de 8 18 24 43 46

FCR

Cocktail PCR ICK 44l 100 pl 120l 228 ul 440
Tagq ADN polimerasa 07p 1.5pl 18 p i5p Tul
\dH0 59 125 pl 150 pl 288 ul 550u |
ADN (aprox. 100+ 50ngiul) | M@l | 25y Wpl | STy 104l |

HLA SSP Kits

La amplificacion gendmica de ADN se realizo por PCR, (Polymerase Chain

Reaction) Utilizando kit comerciales de Biotest DRB SSP: con pares de cebadores

especificos (SSP, Sequence Specific Primers) identificando un gran nimero de los

alelos HLA que se conocen hasta ahora, utilizando el programa adecuado del

termociclador. Ver tabla 5.

El andlisis del ADN amplificado se realiza con ayuda de la electroforesis de gel de

agarosa. Una amplificacion llevada a cabo con éxito genera un fragmento de ADN

de longitud definida que se puede reconocer en el gel como una banda. Si no se

produce la amplificacion, falta esta banda. La composicion de las mezclas de

cebadores permite la asignacion clara de las caracteristicas del antigeno HLA.

Tabla 5. Programa del termociclador

Programa Biotest SSP:
Desnaturalizacion inicial;

Desnaturalizacion:
Annealing v Extensidn:

Desnaturalizacién:
Annealing:
Extension:

94°C

94°C
65°C

94°C
61°C
72°C
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2 minutos

10 segundos
60 segundos

10 segundos
50 segundos
30 segundos

1
] 10 ciclos
1
|
J
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17.1.8. Electroforesis de gel al 2%

El analisis de los productos PCR se realiza mediante la electroforesis de gel de

agarosa Y la subsiguiente deteccion de las bandas de ADN en luz ultravioleta.

17.1.9. Preparacion de los reactivos

* Buffer 5 x TBE: (0,445 M Tris-Borato, 0,0125 M EDTA):
54 g Tris (hidroximetil-) aminometano (base)

27,5 g Acido bérico (H3BO3)

4,65 g Na2EDTA

Afiada 1000 ml con agua destilada y almacénelo a temperatura ambiente

* Solucién de bromuro de etidio (10 mg/ml)
Disolver 100 mg de bromuro de etidio en 10 ml de agua destilada dH20 y
almacene la solucién a una temperatura comprendida entre los 2...8°C, evitando la
luz.
e Gel de agarosa al 2 %.
e Disolver 5 g de agarosa en 250 ml TBE.
e Anadir 4 ul de solucién de bromuro de etidio.
e Tras la gelificacion de la agarosa
e Quitar los peines y cubrir el gel con TBE 1x. Los pocillos del gel deben estar
cubiertos totalmente con tampon. A continuacion pipetear la totalidad del
preparado de PCR(10 pl) en los pocillos del gel.
e La electroforesis se realiza en 15 a 25 minutos a 8 V/cm (distancia entre

electrodos). La distancia de migracién del rojo cresol debe ser de 1-1,5 cm.
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17.1.10. Foto-Documentacién

Una vez finalizada la electroforesis, colocar el gel sobre un transiluminador
ultravioleta y fotografiarlo para que los resultados puedan ser documentados e

interpretados.

17.1.11. Interpretacion de los resultados

Las mezclas de cebadores HLA contienen cebadores de control que amplifican un
fragmento de 1.069 bp de longitud de la hormona de crecimiento humano (human
growth hormone, HGH). Estos cebadores no presentan una concentracion tan alta
como los pares de cebadores alelo- especificos y sirven para controlar que el
proceso de PCR se desarrolle con éxito. Por lo general, la banda de control se
puede observar, por lo tanto, en todos los precipitados de PCR. En presencia de
un producto de PCR especifico de HLA, la banda de control puede aparecer
débilmente o incluso desaparecer por completo. Este fenbmeno no supone
ninguna limitacion, ya que en estos casos el control del desarrollo de PCR viene
reflejado por bandas especificas. Para interpretar el ensayo se parte de la
presencia o ausencia de una banda de ADN especifica en el gel. El tamafio del
fragmento de ADN amplificado no constituye un factor determinante pero se puede
tener en cuenta como ayuda en la valoracién del ensayo. El patrén de bandas
especificas se interpreta identificando los posos en la figura 11 se identificaron los
posos numero 5y 7 los cuales estan relacionados con los alelos DQB1*0301, los
posos 21, 23 y 24 identifican los alelos DRB1*1102-04 y el poso 29 el alelo
DRB1*0301. Ver fig 11.
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Figura 11. Interpretacion del gel electroforesis

17.2 GENOTIPIFICACION  MOLECULAR DEL  ALELO  PTPN22
POLIMORFISMO  (C1858T), HOMOCIGOTO SILVESTRE (C/C),
HETEROCIGOTO MUTADO (C/T), Y HOMOCIGOTO MUTADO (T/T).

La caracterizacion de los genotipos de cada grupo de pacientes al igual que en los
controles se realizé por analisis molecular con sondas de hibridacion-PCR en

Tiempo Real.

En la Universidad Nacional y en los Laboratorios ROCHE de la ciudad de
Bogota/Colombia, se llevo a cabo la genotipificacién del polimorfismo C1858T de
PTPN22 para (30 muestras de pacientes con AlJ Poliarticular) y (30 muestras de
pacientes con AR Reumatoide de Instalacion Temprana) para un total de: (60

muestras), y 60 muestras de controles sanos para un total de muestras
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procesadas (120). Se identificaron las formas homocigoto silvestre para (CC),
heterocigoto mutado (CT), y homocigoto mutado (TT), utilizando PCR en tiempo
real con sondas de hibridacion en el equipo Light Cycler de Roche. Técnica ideal
para detectar SNP’s, (laboratorio Roche division Roche Molecular Biochemicals).
La técnica se basa en sondas de hibridacion, usan dos sondas de oligonucledtidos
marcados con dos colorantes diferentes (fluoresceina y light Cycler- Red 640) que
hibridan sobre la secuencia interna de ADN blanco. Los colorantes solo
interactian cuando se han unido a la secuencia de ADN objeto de estudio
PTPN22 (C1858T). En la fase de anillamiento en el ciclo de PCR los
oligonucledtidos (sonda) hibridizan en la regién adyacente del ADN blanco. Los
fluoréforos que estan perfectamente acoplados a los oligonucleétidos hibridan muy
cercanos uno del otro. La sonda donadora F1 (VIC) marcada con un fluor6foro en
su extremo 3’ es excitada por una luz externa, a su vez la sonda F1 pasa esa
excitacion como energia a la sonda F2 o aceptora (FAM) marcada en el extremo
5. Finalmente, se produce una emision de luz que se mide a 640nm y es captada
por el equipo para crear la curva de amplificacion. Esta sonda debe ser bloqueada
en su extremo 3’ con un grupo fosfato para evitar su extensién durante la reaccién.
Las diferencias de las temperaturas melting permiten evaluar los picos de los
genotipos homocigoto silvestre, heterocigoto y homocigoto mutado. Ver fig 11y 12
y 13)

Figura. 12. Excitacion Y Emision De Las Sondas.
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Figura 13. Mutacion Con Las Sondas De Hibridacion.
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17.2.1. Ciclos Del PCR Light Snp’s — Programa De Tipificacion Del
Light Cycler.
Pragram Mame fast Star
CYCLES ! ANALYSIS MODE MNONE
Hold Slope Sec Target | StepSize | SpetDelay |Acguisition
TARGET (%) {hhzmim:ss) {#C/'s) {®C} {#C) [cycles) Mode
55 00:10:00 20 0 0 0 None
Program Name Amplificacion
CYCLES 45 AMALYSIS MODE Cuantificacion
Hold Slope SecTarget | Stepsize | SpetDelay | Acguisition
TARGET (#C} {hh:rmm:ss) {¥C/s) 1=C) {*c) [cycles) Mode
53 00010 £ 0 0 0 None
60 00200:10 20 0 0 0 5InglE
7l 00:00:15 0 Q 0 L] Hone
Program Name Melting
CYCLES 1 AMALYSIS MODE MEItInECuWEE
Hold Slope SecTarget | Stepsize | SpetDelay | Acguisition
TARGET {#C} {hh:rmm:ss) {¥C/s) 1=C) {*) [Eyeles) Mode
] 00000:30 20 1 0 0 None
a0 0002:00 20 0 0 0 None
75 000000 0.2 0 0 0 Continuous
Program Name Enfriamiento
CYCLES 1 AMALYSIS MODE None
Hold Slope SecTarget | Stepsize | SpetDelay | Acguisition
TARGET (#(} {hh:mim:ss) {#C/fs) 1=C) (=<} [cycles] Mode
40 00:00:30 20 0 0 [ Mone

Chanel 530, Color Compensation: Off, Show Shoulders: Off, High Sensitivity:
Off. Max Peaks: 2

17.2.2.

Secuencias De Primers Y Sondas para PTPN22 (C1858T)

Primer F5° ACTATgTTgCgCAggCTAgTC 3’
Primer R 5" TQCTCCAAgQgATAgATgATgAAATCC 37
Sonda A5 CTgTACTCACCAgCTTCCTCAACCAC—FL

Sonda S 5" LC640-AAATgATTCAggTgTCCATACAgg—PH
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17.2.3. Procedimiento

Las dos formas de mezcla se realizaron de la siguiente manera: Para preparar los
componentes de la reaccién de una sola reaccion de 5ul (384 y placa) o de una
sola 25ul de reaccion (placa de 96 pocillos) se refieren a las tablas a continuacion.
(Ver tabla 1ay 1b):

Tabla 1la. Allelic discrimination PCR Reaction 40X mix (part number 4331349,
4332072, 4332077 and 4332075).

Reaction Component Volume/well | Volume/well Final
(5ul volume | (2ul volume Concentration
reaction)’ reaction)"

Tagman® Universal PCR Master Mix,

No AmpErase® UNG (2X) 2.5 12.5 1X

40X Assay Mix 0.1 0.625 1X

Genomic DNA diluted in dH,0" 2.375 11.875

Total 5 25

Tabla 1b. Allelic discrimination PCR Reaction 80X mix (part number 4332073, and

4332076)

Reaction Component Volume/well Volume/well Final
(5ul volume (2ul volume Concentration
reaction)® reaction)®

TaqmanR Universal PCR Master Mix,

No AmpErase® UNG (2X) 2.5 12.5 1X

80X Assay Mix 0.0625 0.3125 1X

Genomic DNA diluted in dH,0® 2.4275 12.1875

Total 5 25
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17.2.4. Preparacion De La Reaccion Mix

Para 20ul de reaccion se utilizan los siguientes reactivos y cantidades (ul)

H,O 14.4ul
Reagent Mix (sonda mas primer) 1.0ul
fastStart DNA Master 2.0ul
MgCl, (25mM) 1.6ul
DNA 1.0-5.0ul (-50ng)
Final MgCl, concentracion 3.0mM
17.2.5. Genotipificacion

A las muestras de ADN se les midi6 la concentracion a 260 nm y se ajusto a 25
ng. Se evaluod el coeficiente de pureza para cada una de las muestras. La mayoria
de las muestras tenian un coeficiente entre 1.7-1.9, muestras menores de 1.5y

mayores de 2.0 se purificaron.
17.2.6. Controles

Se identificaron los tres genotipos en los controles para sondas de hibridacion
realizadas en el Ligthcycler. (Ver fig 14).

Figura 14. Controles Genotipificacion Sondas De Hibridacion PTPN22 (C1858T).
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18. ANALISIS ESTADISTICOS.

La recoleccion de los datos se sentd en registros individuales que incluian las
variables consideradas en el estudio de los dos sistemas genéticos considerados
en el presente estudio. Se calcul6 la fraccion etiolégica y preventiva para asi
determinar los marcadores moleculares de susceptibilidad y proteccion, como
también las frecuencias alélicas y génicas para poder determinar los

polimorfismos que mostraron un mayor fuerza de asociacion estadistica.

Para la asociacion de los polimorfismos con AR Reumatoide de Instalacion
Temprana y AlJ Poliarticular, se construyeron tablas de contingencia (2x2) para
calcular el OR con un IC del 95% y un valor de p<0.05 de cada polimorfismo y
alelos MHC/HLA-DRB1* en los dos grupos de pacientes vs controles para
cuantificar la magnitud de la asociacion ya sea en proteccién o severidad para la

(AlJ) Poliarticular y AR de Instalacion Temprana.

Se contrasté la hipétesis de asociacién mediante un test de x? con su respectivo
valor de p<0,05 con un IC del 95%, se tuvo en cuenta el test exacto de Fisher y la
p corregida de Yates en aquellos casos donde la frecuencia esperaba eran menor
de 5 (Test de Yates) y menor de 3 con el Test Exacto de Fisher. Se utilizo el
calculo de Bonferroni como un método usado para contrarrestar el problema de las
comparaciones multiples como es el caso de dos grupos de casos versus un

grupo control es decir una relacion 1:1:2
Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el programa estadistico SPSS
11.5 para el analisis descriptivo y de correlacion univariado y multivariado, asi

mismo para el procesamiento de las tablas y graficas.

El programa Epilnfo version 6.0 para el analisis de asociacién en cuanto al OR,

intervalo de confianza y valor de p (X?, correccién de Yates y Fisher).
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Para buscar la correlacion de los alelos MHC/HLA: DRB1* se considero realizar
un andlisis multivariado de regresion logistica. Para el modelo multivariado se
escogieron solamente aquellos polimorfismos que al momento de la asociacion
arrojaron valores de p<0.05 en el andlisis de Casos y Controles y cuyo nivel de
confianza estuvieron en un rango del 90 y 95% con el fin de dar respuesta a la

hipotesis de la investigacion.

Para determinar el equilibrio de Hardy Weinberg se utilizo la calculadora virtual
para pruebas de comprobacion biolégica de Estudios de aleatorizacion
mendeliana de la American Journal of Epidemiology. (Hardy-Weinberg

calculadora incluyendo el analisis de sesgo de evaluacion.

http://translate.gooagle.com.co/translate?hi=es&langpair=en%7 Ces&u=http://www.oege.or! /software/hwe-mr»calc.shtml)
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19. RESULTADOS

Tabla 6. Polimorfismo (C1858T) PTPN22 en pacientes con (AlJ) Poliarticular

Polimorfismo (C1858T)

PTPN22 N Porcentaje
CC 27 90,0
CT 2 6,7
TT 1 3,3
Total 30 100,0

La tabla muestra como el alelo en los pacientes con Artritis Idiopéatica Juvenil
Poliarticular el (C/C) con un 90%, seguido del (C/T) con un 6,7% y (T/T) con un
3,3% para un total del 100%, en esta poblaciéon de pacientes Colombianos.

Calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg:

Homocigotos comun (27 Heterocigotos |2 Los homocigotos raros |1
[ Calculate ][ Reajustar ]
Result
x* =6.47

(30 samples counted)
for likelihoods of calculated XZ value see below.

Genotype Expected Observed
Common homozygotes 26.13 27
Heterozygotes 373 2
Rare homozygotes 013 1

p allele freq = 0.93; g allele freq = 0.07

Solutions for perfect HWE, under a model of ascertainment (+/-) of one group

Group affected Common Hz Heterozygotes Rare Hz p allele freq q allele freq
Common Hz 1 2 1 05 05
Heterozygotes 27 10.39 1 0.84 016
Rare Hz 27 2 0.04 0.96 0.04

X2 se refiere al chi-cuadrado cuyo valor indica la diferencia entre los valores esperados y observados para el recuento de genotipo. El grado
de libertad para X (1 grado de libertad) ayuda ajustar la probabilidad de no observar las diferencias de los valores esperados y observados
por casualidad. Santiago Rodriguez, Tom R. Gaunt. Hardy-Weinberg pruebas de comprobacion biolégica de Estudios de aleatorizacion

mendeliana. Hardy-Weinberg calculadora incluyendo el andlisis de sesqgo de evaluacion.

http://translate.google.com.co/translate ?hi=es&langpair=en%7Ces&u=http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml

Interpretacion: Chi-cuadrado de distribucién (1 grado de libertad):

COMPROBACION DE HIPOTESIS
P valor 0.05 0.01 0.005 0.001
1 Grados de Libertad Chi-cuadrado 3.84 6.63 7.88 10.83

Si el estadistico X“ es menor que 3,841 se acepta la hipotesis nula de que las dos poblaciones son las mismas que se
verifica y la poblacion se dice que esta en Equilibrio de Hardy Weinberg. Pero si el valor esta por encima de 3.841 las dos
poblaciones son diferentes y la poblacion no esta en Equilibrio Hardy Weinberg.

Nivel De Significancia Estadistica
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Los numeros en rojo de la primera fila representan el nimero de homocigotos
comunes previsto en el equilibrio Hardy-Weinberg, si los grupos se supone que
son correctos, el niumero en rojo se ha ajustado a la cantidad esperada en
equilibrio Hardy-Weinberg, teniendo en cuenta las cifras observadas. El numero
total de genotipos no es necesariamente igual al nimero observado. Por lo tanto
este grupo de pacientes no se encuentra en HW: X?=6.47 con un valor de p=0.01.
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Tabla 7. Polimorfismo (C1858T) PTPN22 pacientes con AR Reumatoide de
Instalacion Temprana.

Polimorfismo (C1858T)

PTPN22 N Porcentaje
CC 22 73,3
CT 6 20,0
IND 2 6,7
Total 30 100,0

IND: Indeterminado.

La presenta tabla muestra como el alelo en los pacientes con Artritis Reumatoide
de Instalacion Temprana el (C/C) con un 73,3%, seguido del (C/T) con un 20% y
(indeterminado) con un 6,7%, es decir a este grupo de paciente no se le pudo

tipificar la muestra para un total del 100%.

Calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg:

Homocigotos coman (22 Heterocigotos |6 Los homocigotos raros |0.0
|| Reajustar
Result
X*=04

(28 samples counted)
for likelihoods of calculated X® value see below.

Genotype Expected Observed
Commaon homozygotes 22.32 22
Heterozygotes 536 5]
Rare homozygotes 0.32 0]

p allele freq = 0.89; q allele freq = 0.11

Solutions for perfect HWE, under a model of ascertainment (+/-) of one group

Group affected Common Hz Heterozygotes Rare Hz p allele freq q allele freq
Common Hz Infinity G 4] NaM NaM
Heterozygotes 22 0 0 1 0
Rare Hz 22 5] 0.41 088 012

X2 se refiere al chi-cuadrado cuyo valor indica la diferencia entre los valores esperados y observados para el recuento de genotipo. El grado
de libertad para x? (1 grado de libertad) ayuda ajustar la probabilidad de no observar las diferencias de los valores esperados y observados

por casualidad. Santiago Rodriguez, Tom R. Gaunt. Hardy-Weinberg pruebas de comprobacién biolégica de Estudios de aleatorizacién

mendeliana. Hardy-Weinberg calculadora incluyendo el analisis de sesgo de evaluacion.

http://translate.google.com.co/translate?hi=es&langpair=en%7Ces&u=http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml

Interpretacion: Chi-cuadrado de distribucién (1 grado de libertad):

COMPROBACION DE HIPOTESIS
P valor 0.05 0.01 0.005 0.001
1 Grados de Libertad Chi-cuadrado 3.84 6.63 7.88 10.83
Si el estadistico X~ es menor que 3,841 se acepta la hipotesis nula de que las dos poblaciones son las mismas que se

Nivel De Significancia Estadistica

verifica y la poblacién se dice que esta en Equilibrio de Hardy Weinberg. Pero si el valor esta por encima de 3.841 las dos
poblaciones son diferentes y la poblacion no esta en Equilibrio Hardy Weinberg.
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Los numeros en rojo de la primera fila representan el nUmero de homocigotos
comunes previsto en el equilibrio Hardy-Weinberg, si los grupos se supone que
son correctos, el niumero en rojo se ha ajustado a la cantidad esperada en
equilibrio Hardy-Weinberg, teniendo en cuenta las cifras observadas. EI numero
total de genotipos no es necesariamente igual al nimero observado. Por lo tanto
en este grupo de pacientes se encuentra en equilibrio de HW ya que estuvo por

debajo de 3,84 con un valor de p>0.05 el cual no es significativo.
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Tabla 8. Polimorfismo (C1858T) PTPN22 en una poblacién de Controles

Sanos.
Polimorfismo N Porcentaje
(C1858T) PTPN22
CC 59 98,3
CT 1 1,7
Total 60 100,0

La presente grafica muestra como el alelo en los Controles-Sanos es el (C/C) con
un 98,3%, seguido del (C/T) con un 1,7% para un total del 100%, estos alelos se

encuentran en HWE en esta poblacion de Colombianos.

Calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg:
Homaocigotos comun |59 Heterocigotos |1 Los homocigotos raros ’007

[ Calculate ][ Reajustar ]

Result

X*=0
(60 samples counted)
for likelihoods of calculated X2 value see below.

Genotype Expected Observed
Common homozygotes 59 59
Heterozygotes 0.99 1
Rare homozygotes 0 u]

p allele freq = 0.99; q allele freq = 0.01

Solutions for perfect HWE, under a model of ascertainment (+/-) of one group

Group affected Common Hz Heterozygotes Rare Hz p allele freq q allele freq
Common Hz Infinity 1 0 MaM MNaM
Heterozygotes 59 1] 8] 1 0
Rare Hz 59 1 0 0.99 0.01

X?: se refiere al chi-cuadrado cuyo valor indica la diferencia entre los valores esperados y observados para el recuento de genotipo. El grado
de libertad para x? (1 grado de libertad) ayuda ajustar la probabilidad de no observar las diferencias de los valores esperados y observados

por casualidad. Santiago Rodriguez, Tom R. Gaunt. Hardy-Weinberg pruebas de comprobacion biolégica de Estudios de aleatorizacion

mendeliana. Hardy-Weinberg calculadora incluyendo el andlisis de sesgo de evaluacion.

http://translate.google.com.co/translate ?hi=es&langpair=en%7Ces&u=http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml

Interpretacion: Chi-cuadrado de distribucién (1 grado de libertad):

COMPROBACION DE HIPOTESIS
P valor 0.05 0.01 0.005 0.001
1 Grados de Libertad Chi-cuadrado 3.84 6.63 7.88 10.83

Nivel De Significancia Estadistica

Si el estadistico X* es menor que 3,841 se acepta la hipétesis nula de que las dos poblaciones son las mismas que se
verifica y la poblacién se dice que esta en Equilibrio de Hardy Weinberg. Pero si el valor esta por encima de 3.841 las dos
poblaciones son diferentes y la poblacion no esta en Equilibrio Hardy Weinberg.

Los numeros en rojo de la primera fila representan el nUmero de homocigotos

comunes previsto en el equilibrio Hardy-Weinberg, si los grupos se supone que
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son correctos, el niumero en rojo se ha ajustado a la cantidad esperada en
equilibrio Hardy-Weinberg, teniendo en cuenta las cifras observadas. EI numero
total de genotipos no es necesariamente igual al nimero observado. Por lo tanto
en este grupo de pacientes se encuentra en equilibrio de HW ya que estuvo por

debajo de 3,84 con un valor de p>0.05 el cual no es significativo.
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Tabla 9. Frecuencia alelicay génica del MHC/HLA- DRB1* en un grupo de
pacientes con AlJ Poliarticular.

Alelos HLA- Numero Frecuencia

DRB1* De Frecuencia Alelica 1 -Frecuencia Alelica Raiz Cuadrada Génica Porcentaje

Alelos

DRB1*0101 & 0,05 0,95 0,974679434 0,025320566 5
DRB1*0301 6 0,1 0,9 0,948683298 0,051316702 10
DRB1*0401 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,6666667
DRB1*0402 3 0,05 0,95 0,974679434 0,025320566 5
DRB1*0403 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,6666667
DRB1*0404 5 0,083333333 0,916666667 0,957427108 0,042572892 8,3333333
DRB1*0405 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,3333333
DRB1*0407 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,3333333
DRB1*0408 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,6666667
DRB1*0411 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,3333333
DRB1*0701 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,3333333
DRB1*0802 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,3333333
DRB1*0901 6 0,1 0,9 0,948683298 0,051316702 10
DRB1*1001 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,6666667
DRB1*1101 4 0,066666667 0,933333333 0,966091783 0,033908217 6,6666667
DRB1*1104 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,6666667
DRB1*1301 4 0,066666667 0,933333333 0,966091783 0,033908217 6,6666667
DRB1*1303 3 0,05 0,95 0,974679434 0,025320566 5
DRB1*1305 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,6666667
DRB1*1402 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,3333333
DRB1*1501 3 0,05 0,95 0,974679434 0,025320566 5
DRB1*1502 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,3333333
DRB1*1503 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,3333333
DRB1*1602 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,6666667

TOTAL 60

La tabla muestra como mayor expresion genotipica los alelos MHC/HLA-DRB1*.
Los alelos DRB1*0301 con un 10%, DRB1*0404 con un 8.33%, y el alelo
MHC/HLA-Clase Il: DRB1*0901 con un 10% para un total de 28.33% el resto de

los alelos se encuentra distribuidos en sumatoria en un porcentaje del 71.67%.
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Tabla 10. Frecuencia alelicay génica del MHC/HLA- DRB1* en un grupo de

Pacientes con AR de Instalacion Temprana.

Alelos HLA- Numero ’ ) - - . Frecuencia .
DRB1* De Frecuencia Alelica 1 -Frecuencia Alelica Raiz Cuadrada Génica Porcentaje
Alelos
DRB1*0101 12 0,2 0,8 0,894427191 0,105572809 20
DRB1*0103 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,666666667
DRB1*0301 6 0,1 0,9 0,948683298 0,051316702 10
DRB1*0302 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,666666667
DRB1*0401 3 0,05 0,95 0,974679434 0,025320566 5
DRB1*0402 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,333333333
DRB1*0404 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,333333333
DRB1*0406 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,666666667
DRB1*0407 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,333333333
DRB1*0408 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,333333333
DRB1*0701 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,333333333
DRB1*0802 1 0,016666667 0,983333333 0,991631652 0,008368348 1,666666667
DRB1*0901 5 0,083333333 0,916666667 0,957427108 0,042572892 8,333333333
DRB1*1001 4 0,066666667 0,933333333 0,966091783 0,033908217 6,666666667
DRB1*1101 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,333333333
DRB1*1301 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,333333333
DRB1*1303 2 0,033333333 0,966666667 0,98319208 0,01680792 3,333333333
DRB1*1501 7 0,116666667 0,883333333 0,939858145 0,060141855 11,66666667
DRB1*1503 3 0,05 0,95 0,974679434 0,025320566 5
TOTAL 60

La tabla muestra la distribucion genotipica de los alelos MHC/HLA- DRB1*, en

donde la mayor distribucion la tienen los alelos DRB1*0101 con un 20%, seguido
del DRB1*0301 con un 10%, el DRB1*0901 con un 8.33% y el DRB1*1501 con un

11.66%, para un porcentaje total de alelos del 49.99%. El resto de alelos se

encuentran en un menor porcentaje.
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Tabla 11. Frecuencia alelica del exdn HLA-DRB1* mas frecuentemente expresados en pacientes con AlJ
poliarticular y AR de instalacién temprana y sujetos controles.

L A-DREL" (AlJ) POLIARTICULAR CONTROLES OR valorde AR DE INSTALACION CONTROLES OR Valor de
N=30 (%) N=60 (%) (IC 95%) D TEMPRANA N=30 (%) N=60 (%) (IC 95%) P
0.85 4.04 .
DRB1*0101 3(5) 7(6) OLrasy 055 12 (20) 7(6) @arizie 0007
DRB1*0103 0(0) 403 (0_0%???07) 0.194 12 403) (0_0%?283) 0.459*
DRB1*0301 6 (10) 8 (7) @ 416-55?26) 0.304* 6 (10) 8(7) @ 416'?56_26) 0.304*
DRB1#0302 0(0) 22 (o.oglgim) 0.528* 12 2(2) (inld'?ig 0 0.706*
. 2.02 6.26
DRB1#0401 12 1(1) OGTog 0556 3(5) 1(1) ) 0.108*
DRB1*0402 3(5) 0 (0) Ind 0.035* 2(3) 0(0) Ind 0.109
. 2.02 X 0.00 i
DRB1+0403 12 1(1) OGTog7 0556 0(0) 1(1) e 0.666
10.82 4.10
DRB1*0404 5(8) 1(1) (L1bensy 0016’ 2(3) 1(1) (0.26:116.83) 0.258*
. 4.10 . 0.00 .
DRB1*0405 2(3) 1(1) e T 0(0) 1(1) e 0.666
. 0.00 X 2.02 .
DRB1*0406 0(0) 1(1) 0003910 0666 1(2) 1(0) 001027 0.556
. 1.34 . 1.34 .
DRB1*0407 2(3) 33) 0159025 0540 2(3) 3(3) Py, 0.540
DRB1+0408 1(2) 0(0) Ind 0.333 2(3) 0(0) Ind 0.109*
. 0.00 . 0.00 .
DRB1*0409 0(0) 1(1) 0003910 0666 0(0) 1(1) P 0.666
DRB1#0411 2(3) 33) o 1;;23.25) 0.540* 0(0) 3@3) (0.006?251) 0.203
. 0.00 . 0.00 .
DRB1*0415 0@ 1(1) 0003010 0666 0(0) 1(1) R 0.666
. 0.15 et 0.15 ot
DRB1*0701 2(3) 22 (18) ooso7y 00 2(3) 22 (18) 005671 0.011
. 0.00 0.00
DRB1+0801 0(0) 6 (5) Oo0Les 008 0(0) 6(5) 6 0.089
DRB1*0802 2(3) 1(1) (0.284{ ilfe.ss) 0.258* 1(2) 1(1) (0_02_%27) 0.556*
. 0.00 . 0.00 .
DRB1*0803 0(0) 1(1) ©00090.10) 0668 0(0) 1(1) et 0.666
DRB1*0901 6 (10) 0 (0) Ind 0.001*° 5 (8) 0 (0) Ind 0.003*"
. 1.00 . 421 .
DRB1*1001 12 2(2) e 0.706 4(7) 2(2) e 0.096
DRB1*1101 4(7) 6 (5) 1.36 0.440* 2(3) 6 (5) 0.66 0.465*
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DRB1*1102

DRB1*1104

DRB1*1105

DRB1*1201

DRB1*1301

DRB1*1302

DRB1*1303

DRB1*1304

DRB1*1305

DRB1*1401

DRB1*1402

DRB1*1501

DRB1*1502
DRB1*1503
DRB1*1601
DRB1*1602
DRB1*1604
TOTAL

**Test de Yates; *Test Exacto de Fisher. B: Correccion de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) Grado de Libertad y correlacion de 1.

(0315.73) (0.09-3.75)
0(0) 7(6) (o.o%?fs y 0055 0(0) 7(6) (0.0%?195 3 0.055
1(2) 22 " oo 0 0.706* 0(0) 2(2) (0.08;2(1"01) 0.528*
0(0) 1(1) (o.oglgg.lo) 0.666* 0(0) 1(1) (o.oglgg.lo) 0.666*
0(0) 403) o 0%?3?07) 0.194 0(0) 4(3) (0.006?3907) 0.194*
4(7) 8(7) (0_214'?:_88) 0.612* 2(3) 8(7) (0_007'_428_57) 0.202+
0(0) 2(2) (0_0%?101_0) 0.528* 0(0) 2(2) (0.0069101.0) 0.528
365 2(2) @ st y 0207 2(3) 22) (0_226?230.8) 0.407*
0(0) 1(1) (0.0%955.1) 0.666* 0(0) 1(1) (0.0%?305. " 0.666*
12 1(1) (0.02_;)52_27) 0.556 0(0) 1) (0.0%?305.1) 0.666
0(0) 403 o 0%_03?07) 0.194 0(0) 4(3) (0.006?3907) 0.194*
2(3) 1(1) (0.23;1(1)6.8) 0.258 0(0) 1(1) (0_0%9305.1) 0.666*
3(5) 8(7) o 1%7;_22) 0.496* 7(12) 8(7) (0_517'?55_99) 0.391%
2(3) 1(1) (0.28‘?11106.83) 0.258 0(0) 1(1) (0_0%9305.1) 0.666*
2(3) 0 (0) Ind 0.109 3(5) 0 (0) Ind 0.035*
0(0) 403) (0_0%93?07) 0.194* 0(0) 403 (0_0%93907) 0.194
102) 0 (0) Ind 0.333 0 (0) 0 (0) Ind Ind
0(0) 2(2) (0.08;22_01) 0.528 0(0) 22) (0.0od?fl.O) 0.528*

60 (100) 120 (100) 60 (100) 120 (100)

La tabla muestra los alelos HLA-DRB1* presentes en un grupo de pacientes con (AlJ) poliarticular y AR de Instalacion
Temprana como posibles marcadores de susceptibilidad o proteccion para las dos entidades.
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Tabla 12. Frecuencia alelica del exdn 2 en los alelos HLA-DRB1* mas frecuentemente expresados en un grupo
de pacientes sufriendo de AlJ Poliarticular Y AR de Instalacion Temprana.

(A1) AR DE INSTALACION

HLA-DRB1* POL’I\IA:E'(I)'I(((J)/E)J)LAR Co,\lr\igs%l/;)Es (|c09§% | Valor de p Tﬁ\zﬂgg(A%N)A C?\lli-gsc(z’l/;;zs (|C%F;%) valor de p
DRB1*0101 3(5) 7(6) (0.1(;?35.84) 0.559* 12 (20) 7 (6) (1_3‘7‘;(1"2‘_19) 0.007*+°
PRBL70404 5(8) 1 . 1;?2'2367) 0.016*" 2 1@ (0.284}'11106.83) 0258°
DRB170701 2(3) 22 (18) Gt 0.011%+° 2(3) 22 (18) OB 0011"

**Test de Yates; *Test Exact de Fisher. B: Correccion de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) Grado de Libertad y una correlacién de 1.

La tabla muestra al alelo HLA-DRB1*0404 como un posible marcador de susceptibilidad para (AlJ) poliarticular
(OR=10.82; IC: 1.18-250.67; p=0,016.) El alelo HLA-DRB1*0701 se muestra como un marcador de proteccion tanto para
(AlJ) poliarticular, (OR= 0.15; IC: 0.02-0.71); p=0.011) como para AR de Instalacion temprana (OR= 0.15; IC: 0.02-0.71)
con un valor de p=0.011.

Nétese en la tabla como el alelo HLA-DRB1*0101 se sugiere como un posible marcador de susceptibilidad para AR de
instalacion temprana, (OR= 4.04; IC: 1.37-12.19) p=0,007.
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Tabla 13.

Andlisis de asociacion de las frecuencias alélicas del polimorfismo C1858Tde PTPN22 en controles
y pacientes con AlJ Poliarticular y AR Reumatoide de Instalacion Temprana.

(AlJ) POLIARTICULAR CONTROLES OR

AR DE INSTALACION CONTROLES OR

PTPN22 (C1858T) N=30 (%) N=60 (%) (IC 95%) Valor de p TIIE\IIZI;;?@/OI\;A N=60 (%) (IC 95%) Valor de p
CcC 27 (90) 59 (98,3) dec 0,070543** 22 (81,5) 59 (98,3) o2 0.0005*"
’ (0,0337- 1,6655) : ’ ’ (0,00-0,41) :
3,10 16,09 B
CT 2(6,7) 1(1,7) (0,39- 24,667) 0,212881* 6 (18,5) 1(1,7) (1,73-375) 0,0037*
TT 1(3,3) 0 (0,0) © 16?1182 88) 0,154987* 2 (Ind) 0 (0,0) © gé?ll%) 0,043114
Total 30 60 30 60

**Test Yates, Ind: Indeterminado, *Test Exacto de Fisher, B: Correccién de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) Grado de Libertad y una correlacién de 1.

La tabla describe el polimorfismo (C1858T) de PTPN22 en los pacientes con AlJ Poliarticular. El alelo silvestre (C/C) se

expreso con un OR=0,23; p=0,070543, el cual se sugiere como un alelo de proteccion. El alelo mutado (C/T) con un
OR=3,10; p=0,212881 y el alelo homocigoto (T/T) un OR= 0,19; p=0,106* y en los pacientes con Artritis Reumatoide de

Instalacion Temprana el alelo silvestre (C/C) se expreso con un OR=0,06; p=0,0005* sugiriéndolo como un alelo de

proteccion para AR. El alelo mutado (C/T) mostré un OR=16,09; p=0,0037* lo cual indica que es un alelo asociado con

susceptibilidad en esta entidad. El célculo de Bonferroni de muestra que la posicion de los alelos del PTPN22

especificamente el alelo mutante (CT) posiblemente es un marcador de susceptibilidad para (AR) de Instalacion

Temprana con un valor de p<0,025.
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Tabla 14. Secuencia aminoacidica de los residuos de la posiciéon 70-74 (epitope compartido) del MHC/HLA-
DRB1*y su asociacién con Artritis Reumatoide De Instalacién Temprana.

EPITOPE COMPARTIDO ARTRITIS REUMATOIDE DE INSTALACION CONTROLES OR

ALELOS MHC/HLA-CLASE II: DRB1* Valor de p
Pocket 4 (70-74) TEMPRANA n= 60 (%) n=120 (%) IC (95%)
*1301, ¥1304 *0103, *0402, *1302, *1102 DERRA 5 (8) 22 (37) 0,40 (0,13-1,21) 0,12%
*1303 DKRAA 2 (3) 2(3) 2,03 (0,20-20,84) 0,60*
%1101, *0415, *1104, *1305, 1602 DRRAA 2 (3) 10 (17) 0,38 (0,06-1,94) 0,34*
*0801, *0802, *0803 DRRAL 1(2) 8 (13) 0,24 (0,01-1,94) 0,28*
*0701 DRRGQ 23) 22 (37) 0,15 (0,02-0,71) 0,01%*
*1501, ¥1502, *1503 QARAA 10 (17) 9 (15) 2,47 (0,8-7,12) 0,10%*
*0401, *0409 QKRAA 3 (5) 2(3) 3,11 (0,41-27,43) 0,34*
*0301, *0302 QKRGR 7(12) 10 (17) 1,45 (0,47-4,44) 0,65**
*0101, *0404, *0405, *0408 QRRAA 16 (27) 10 (17) 4,00 (1,56-10,37)  0,002**°
*0406, *0407, *0403, *0411 QRRAE 3(5) 8 (13) 0,74 (0,15-3,22) 0,75*
*1001 RRRAA 4(7) 2 @3) 4,21 (0,64-34,26) 0,09
*0901, *1401 RRRAE 5 (8) 4(7) 2,64 (0,58-12,27) 0,16*
*1105 VDTYC 0 (0,00) 1(2) 0,00 (0,00-35,10) 1,0*
*1201 DRPAA 0 (0,00) 4(7) 0,00 (0,00-3,07) 0,30*
*1601, *1604 ERRAA 0 (0,00) 6 (10) 0,00 (0,00-1,85) 0,18*
TOTAL 60 (100) 120 (100)

**Correccion De Yates; *Test Exacto De Fisher; B: Correccién de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) Grado de Libertad y una correlacion de 1.

La tabla describe al alelo HLA-DRB1*0701 cuya secuencia en la posicion (70-74) del bolsillo 4 de la tercera region
hipervariable de la cadena HLA-DRB1* (DRRGQ) con un (OR=0,15; IC: 0,02-0,71) con un valor de p=0,01, el cual se
sugiere como un posible alelo de proteccion para este grupo de pacientes con AR de instalacion temprana. Los alelos
HLA-DRB1*0101,*0404 y *0405 con una secuencia en la posicion (70-74) de (QRRAA) se asocié como un posible alelo
de susceptibilidad a la enfermedad con un (OR= 4,00; IC: 1,56-10,37) con un valor de p=0,002.
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Tabla 15. Secuencia aminoacidica de los residuos de la posicion 70-74 (epitope compartido) del MHC/HLA-
CLASE Il: DRB1* y su asociacion con Artritis Idiopéatica Juvenil Poliarticular.

EPITOPE COMPARTIDO AlJ POLIARTICULAR CONTROLES OR
ALELOS MHC/HLA-Clase Il: DRB1* Pocket 4 (70-74) n= 60 (%) n=120 (%) IC (95%) Valor de p
*1302, *1304, *0103, *0402, *1301, *1102, DERRA 7(12) 22 (37) 0,59 (0,21-1,57) 0,35**
*1303 DKRAA 3(5) 2(3) 3,11 (0,41-2743) 0,34*
*1101, *0415, *1104, *1305, *1602 DRRAA 7 (12) 10 (17) 1,45 (0,47-4,44) 0,65**
*0801, *0802, *0803 DRRAL 23 8 (13) 0,48 (0,07-2,57) 0,49*
*0701 DRRGQ 23 22 (37) 0,15 (0,02-0,71) 0,01%+°
*1501, *1502, *1503 QARAA 7(12) 9 (15) 1,63 (0,51-5,11) 0,52**
*0401, *0409 QKRAA 1(2) 2(3) 1,00 (Ind-Ind) 1,0*
*0301, *0302 QKRGR 6 (10) 10 (17) 1,22 (0,37-3,91) 0,93**
*0101, *0404, *0405, *0408, *1402 QRRAA 13 (22) 10 (17) 3,04 (1,15-8,13) 0,02%*°
*0403, *0407, *0406, *0411 QRRAE 5(8) 8 (13) 1,27 (0,34-4,56) 0,76*
*1001 RRRAA 12 2(3) 1,00 (Ind-Ind) 1,0*
*0901, *1401 RRRAE 6 (10) 4(7) 3,22 (0,76-14,29) 0,09*
*1105 VDTYC 0 (0,0) 1(2) 0,00 (0,00-35,10) 1,0*
*1201 DRPAA 0(0,0) 4(7) 0,00 (0,00-3,07) 0,3*
*1601, *1604 ERRAA 0(0,0) 6 (10) 0,00 (0,00-1,85) 0,2*
TOTAL 60 (100) 120 (100)

**Correccion De Yates; *Test Exacto De Fisher; B: Correccién de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) Grado de Libertad y una correlacion de 1.

La tabla describe como el alelo HLA-DRB1*0701 cuya secuencia en la posicion (70-74) del Bolsillo 4 de la tercera region
hipervariable de la cadena HLA-DRB1* (DRRGQ) se expresa con un (OR= 0,15; IC: 0,02-0,71) con un valor de p=0,01 el
cual se sugiere como un alelo de posible proteccién. Los alelos HLA-DRB1*0101, *0404, *0405, *0408 y *1402 con la
secuencia (QRRAA) presentaron un OR=3,04; IC (1,58-8,13) con un valor de p=0,02 lo cual sugiere como alelos de
posible susceptibilidad para la presentacion de la enfermedad en esta poblacién de Colombianos con Artritis Idiopatica

Juvenil Poliarticular.
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19.1. PROPUESTA DE UNA CLASIFICACION DEL EPITOPE COMPARTIDO
COMUNES PARA (AlJ) POLIARTICULAR Y AR DE INSTALACION
TEMPRANA.

Se realizo un analisis de los aminoacidos que hacen parte del epitope compartido
(SE), segun la asociacidon existentes de estos con la susceptibilidad o proteccion
en (AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana. EIl andlisis arrojo una posible
clasificacion, apoyandose en el papel que los aminoacidos pueden cumplir en el
reconocimiento antigénico®. Es asi como se determino que el aminoéacido acido
aspartico (D) confiere cierto grado de proteccién al encontrarse en la posicién 70
del (SE) y el aminoacido glutamina (Q) confieres cierto grado de susceptibilidad al
encontrarse en la posicion 70 del (SE). Se noto en los analisis de asociacion que
el amino&cido arginina (R) en cualquier posicion de la 71 a la 74 del (SE) del ex6n
2 de la molécula MHC/HLA- DRB1* tendria un papel importante a través de las
fuerzas intermoleculares que interactian, produciendo cambios en el espacio o
conformacién molecular del (SE) dependiendo del aminoacido que se encuentre
en la posicion 70 especificamente (D) o (Q) produciendo una sinergia en la
proteccion o susceptibilidad en las dos patologias; a su vez se identificaron
aminoacidos en el epitope compartido “Shared Epitope” (SE) cuyo papel seria
neutro, independientemente de la posicion en donde encuentre el aminoacido (R)

en el (SE), los cuales no fueron objeto de analisis en la presente investigacion.

Se propone entonces la siguiente clasificacion segun las asociaciones

encontradas en los analisis de asociacion descritos en las tablas anteriores:

1. Secuencias de alelos HLA-DRB1* con (SE) de proteccion para ambas
patologias (AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana.

Unos de los principales objetivos de la presente clasificacion fue determinar el papel preponderante que pudiese estar cumpliendo el
aminodcido (R) en las fuerzas intermoleculares (idnicas y no idnicas) como las de Van der Waals como unas de las principales fuerzas
covalentes de interaccion electrostatica de iones con otros o con moléculas neutras.
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2. Secuencias de alelos HLA-DRB1* con (SE) de susceptibilidad para ambas

patologias (AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana.

3. Secuencias de alelos HLA-DRB1* con (SE) y demas aminoacidos neutros

para ambas patologias (AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana.

4. Clasificacion general del (SE)

1. Secuencias de alelos HLA-DRB1* con (SE) de proteccion para ambas

patologias (AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana.

Las secuencias de (SE) de alelos HLA-DRB1* asociados a proteccion se
clasificaron con la convencién letra (F), debido a que poseen en la posicién 70 el
aminoécido (D) y en cualquier posicién de forma individual o repetida entre las
posiciones 71 a 74 del (SE) el aminoacido (R) con un posible papel en el cambio

de conformacién espacial de la molecular al momento de acoplar el antigeno.
1.1. Sistematizacion de la clasificacién por convencion.

F: epitopes compartidos con el aminoacido (D) en la posicién 70 del bolsillo 4 de la
molécula MHC-DRB1*.

Fi1: para las secuencias (D/RR/)

F.: para las secuencias (D/R//)

Fs: para las secuencias (DRR//)

/% Cualquier otro aminodcido diferente a (D) o (R) dentro del (SE)
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2. Secuencias de alelos HLA-DRB1* con (SE) de susceptibilidad para ambas
patologias (AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana.

Las secuencias de (SE) de alelos MHC/HLA:DRB1* asociados a susceptibilidad se
clasificaron con la convencion de la letra (S), debido a que poseen en la posicidon
70 el aminoacido (Q) y en cualquier posicion de individual o repetida entre las
posiciones 71 a 74 del (SE) el aminoé&cido (R) con un posible papel en el cambio

de conformacién espacial de la molecular al momento de acoplar el antigeno.

2.1. Sistematizacién de la clasificacién por convencion.

S: epitopes compartido con el aminoacido (Q) en la posicién 70 del bolsillo 4 de la
molécula MHC/HLA-DRB1*.

S;: para las secuencias (Q/R//)

S,: para las secuencias (Q/R/R)

Ss: para las secuencias (QRR//)

/% Cualquier otro aminoacido diferente a (Q) o (R) dentro del (SE).

3. Secuencias de alelos HLA-DRB1* con (SE) y demas aminoacidos neutros

para ambas patologias (AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana.
Secuencias de aminoacidos con un papel neutro ya que no se pudieron asociar
con proteccion o susceptibilidad para las patologias (AlJ) poliarticular y AR de
instalacion temprana.

3.1. Sistematizacion de la clasificacion por convencion.

X1: Demas secuencias (neutras).
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4. Clasificacion general del epitope compartido (SE).

Al momento de tener la identificacion y determinadas las secuencias de proteccion

0 susceptibilidad segun la clasificacion expuesta se decidio realizar la sumatoria

( > ) de las secuencias proponiendo la siguiente clasificacién o convencion:

Para las secuencias con el aminoacido (D) en la posicion 70 seguido del
aminoacido (R) en cualquier posiciéon del (SE) se considero como proteccién con
la convencion de (-) en ambas patologias (AlJ) poliarticular y AR de instalacion

temprana, entonces la sumatoria de (SE) de posible proteccion con la convencion

de (F) que dando representado como: > F 0,

Para las secuencias con el aminoacido (Q) en la posicion 70 seguido del
aminoécido (R) en cualquier posicion del (SE) se considero como de
susceptibilidad con la convencién (+) en ambas patologias (AlJ) poliarticular y AR

de instalacion temprana, entonces la sumatoria de (SE) de posible susceptibilidad
con la convencion de (S) que dando representado como: ZS(+). Esta clasificacion

ayudo a calcular y proponer de manera global en la presente investigacion el papel
preponderante del (SE) en las dos patologias tanto de manera independiente
como grupal considerandolo como un ‘posible sistema comudn para ambas

patologias’.
Reduciendo la clasificacion a la siguiente convencién dentro del modelo®:

1. Epitopes compartidos asociado a protecciéon con el signo (-) quedando con la
convencioén: Y SE 0

2. Epitopes compartidos asociado a susceptibilidad con el signo (+) quedando
con la convencion: Y SE ™)

4 e .
La clasificacion de estas secuencias (SE) fueron creadas de acuerdo a los alelos HLA-DRB1* los cuales se encontraron en el presente
estudio como alelos de susceptibilidad o proteccion para las patologias objetos de investigacion.
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3. Epitopes compartidos de secuencias neutras sin un papel aparente: X;

Proponiendo la convencion al andlisis de la secuencia aminoacidica (70-74) del
epitope compartido del bolsillo 4 de MHC/HLA-Clase II: DRB1*

YSE ©: F1+F2+F3
YSE M: S1+52+S3

X1
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Tabla 16. Frecuencia de aminoacidos que hacen parte del bolsillo 4 en la posicion (70) del epitope compartido del
MHC/HLA- DRB1* implicados en la susceptibilidad o proteccién en las dos entidades (AlJ) Poliarticular y AR de
Instalacion Temprana

AMINOACIDOS DEL EPITOPE

AR REUMATOIDE
COMPARTIDO EN LA Ald
POSICION (70) DEL POLIARTICULAR CS_NlTZ%O(O';?S OR Ic valor de p DET”;;LAR';\ANCA'ON CS[\‘lTZ%CzO';?S OR IC Valor de
BOLSILLO 4 DEL MHC/HLA- n=60 (%) - ° =60 (% - ° P
CLASE II: DRB1* n=60 (%)
D 22 (36,7) 65 (54,2) 0,49 0,25-0,97 0,0397* 12 (20) 65 (54,4) 0,22 0,10-0,48 0,0000%®
Q 30 (50) 40 (33,3) 2,00  1,01-3,96 0,045¢ 39 (65) 40 (33,3) 371  1,84-753  0,0001*°
R 8 (13,3) 6 (5) 2,92 0,86-10,10 00735 9 (15) 6 (4,8) 335  1,02-11,30 0,045
Xt 0 (0) 9(7,5) 0,00  0,00-1,14 0,0234* 0 (0) 9 (7,5) 0,00  0,00-1,14 0,023
Total 60 (100) 120 (100) 60 (100) 120 (100)

*Test de Yates: **Test Exacto de Fisher; B: Correccion de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) Grado de Libertad y una correlacion de 1. Aminoacidos que conforman el cuarto bolsillo de unién
(Pocket 4): D: Acido Aspartico; Q: Glutamina; R: Arginina; X*: Demas Aminoacidos.

La tabla describe como el aminoacido de la posicién (70) del bolsillo 4 de la regién hipervariable de la cadena DRB1, el
cual corresponde al aminoacido acido aspartico (D) contribuye en ambas patologias como un aminoacido de posible
proteccion. Para (AlJ) Poliarticular el aminoacido acido aspartico (D) un OR=0,49; IC (0,25-0,97) y un valor de p=0,0397*
sugiriéndolo como posible protector y para Artritis Reumatoide de Instalacién Temprana el aminoacido (D) un OR=0,22;
IC (0,10-0,48) y un valor de p=0,0000* sugiriéndolo como posible protector para no presentar la enfermedad. Con
relacion al aminoacido Glutamina (Q) en la posicion (70) del bolsillo 4 de la regidon hipervariable de la cadena DRB1 se
encontré asociado como un aminoacido de posible susceptibilidad en las dos entidades clinicas (AlJ) Poliarticular y AR de
Instalacion Temprana. Para (AlJ) poliarticular un OR= 2,0; IC (1,01-3,96) con un valor de p=0,045*y para Artritis de
Instalacion Temprana un OR=3,71; IC (1,84-7,53) con un valor de p=0,0001* con un posible papel en la susceptibilidad de

presentar la enfermedad. En pacientes con Artritis Reumatoide de Instalacion Temprana se encontro asociado de posible
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susceptibilidad a la enfermedad con un OR=3,35; IC: (1,02-11,30) y un valor de p=0,045** para este grupo de pacientes
Colombianos.
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Tabla 17. Secuencias del epitope compartido en la posicién (70-74) del bolsillo 4 del MHC/HLA- DRB1* implicados

en la susceptibilidad o proteccidn en las dos entidades en una poblacion Colombiana.

SECUENCIAS DEL
EPITOPE COMPARTIDO

' AR
(POCKET 4) POSICION (70- (A13) )
74) EN LOS DOS GRUPOS  POLIARTICULAR CS:NIZZO(;?S OR Ic valor de p DET";;L/;';\ANCA'ON CSL\'E)O(;?S OR Ic valor de p
DE PACIENTES Y n=60 (%) 0 =60 (0 0
CONTROLES DEL ALELO n=60 (%)
HLA-DRB1*
= 9 (15) 23 (19,2) 0,74  0,29-1,85 0,629* 5 (8,3) 22 (18,3) 0,40 0,13-1,21 0,121
F 0(0) 2(1,7) 0,00  0,00-8,24 0,553+ 2(3.3) 21,7 2,03 0,20-20,84 0,602+
Fs 13 (21,7) 40 (33,3) 0,55  0,25-1,20 0,148 5(8,3) 40 (33,3) 0,18 0,06-0,52 0,0005*°
S, 8 (13,6) 11 (9,2) 152 0,52-4,40 0,548* 13 (21,7) 11 (9,2) 2,74 1,06-7,15 0,0363*
Sz 6 (10) 10 (8.3) 122 037391 0,926* 7(11,7) 10 (8,3) 1,45 0,47-4,44 0,652*
Ss 16 (26,7) 19 (15,8) 193  0,85-4,38 0,1256* 16 (26,7) 10 (8,3) 4,00 1,56-10,37 0,0021*°
x* 8 (13,3) 15 (12,5) 037  0150,92 0,031* 12 (20) 25 (20,9) 0,95 0,41-2,18 0,948
Total 60 (100) 120 (100) 60 (100) 120 (100)

*Test de Yates; **Test Exacto de Fisher. B: Correccion de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) Grado de Libertad y una correlacién de 1. Aminoacidos que conforman el cuarto bolsillo de unién
(Pocket 4): D: Acido Aspartico; Q: Glutamina; R: Arginina. Clasificacion De Secuencias: Fy: (D/RR/); F (D/R/l); F3 (DRR/); Si: (Q/RI); Sz (Q/RIR); S3 (QRR//); X': Deméas Secuencias (Neutras).

Notese en la tabla como la secuencia [F3] se sugiere como posiblemente asociado a proteccién en pacientes con AR de
Instalacibon Temprana con un OR=0,18; IC (0,06-0,52) con un valor de p<0,05, la secuencia (S;) se encontr

posiblemente asociado a susceptibilidad con un OR=2,74; IC (1,06-7,15) y un valor de p<0,05, la secuencia (S3) se

encontré como un epitope de posible susceptibilidad con un OR=4,00; IC (1,56-10,37) y un valor de p<0,05 para este

grupo de pacientes con Artritis Reumatoide de Instalacién Temprana.

119




Tabla 18. Sumatoria de las frecuencias de epitopes compartidos del bolsillo (4) posicion (70-74) del exdn 4 del
alelo MHC: HLA-DRB1* en los dos grupos de pacientes y controles implicados en la susceptibilidad o proteccion
en las dos entidades en una poblacion Colombiana.

SECUENCIAS DEL EPITOPE
COMPARTIDOS DEL BOLSILLO

AR DE
(4) EN LA POSICION (70-74) EN Al .
LOS DOS GRUPOS DE POLIARTICULAR CSPITZ%%L/')ES OR IC Valor de p "?FSET,\fPLSf,\ﬁN C:[“ITZ%O(;'?S OR IC Valor de p
PACIENTES Y CONTROLES DEL n=60 (%) N > n=60 (%) ) ;
ALELO MHC/HLA-CLASE II: R
DRB1*
ZSE"): F1+F>+F3 22 (31,4) 65 (54,2) 0,49 0,25-0,97 0,0397* 12 64 0,22  0,10-0,48 0,0000* °
SSE™): S1+5,+S; 30 (50) 40 (33,3) 2,00 1,01-3,96 0,0454* 36 31 431  2,12-8,80 0,0000*®
X1 8 (13,3) 15 (12,5) 0,37 0,15-0,92 0,031* 12 (20) 25 (20,9) 0,95  041-2,18 0,048*
Total 60 (100) 120 (100) 60 (100) 120 (100)

*Test de Yates; **Test Exacto de Fisher. B: Correcciéon de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) Grado de Libertad y una correlacién de 1. Aminoacidos que conforman el
cuarto bolsillo de union (Pocket 4): D: Acido Aspartico; Q: Glutamina; R: Arginina. Convencidn De Secuencias: Fi: (D/RR/); F, (DIR/]); F3 (DRR//); Si: (Q/R/); S; (Q/R/R); S5
(QRRI/); X.: Demds Secuencias.; S: Sumatoria de secuencias; SE : Epitope Compartido de Proteccion; SE *: Epitope Compartido de Susceptibilidad.

Notese en la tabla como al momento de realizar la sumatoria de las secuencias con el epitope compartido asociado a
proteccion (¥ SEV:F+F,+F3) en las dos entidades (AlJ) Poliarticular y AR de Instalacién Temprana, se encontr que en
ambas patologias es un epitope importante sugiriéndolo como protector cuando el aminoacido presente en la posicion
(70) correspondia a un Acido Aspartico (D) con un OR=0,49; IC (0,25-0,97) con un valor de p<0,05 en pacientes con (AlJ)
Poliarticular; mientras que para los pacientes con AR de Instalacion Temprana un OR=0,22; IC (0,10-0,48) con un valor
de p<0,05 sugiriendo al igual con una posible asociacion a proteccion. Al asociar el aminoacido (R) precedido por (Q) en
la posicion (70) con las siguientes secuencias (ZSE(+):81+SZ+83) se encontrd6 como un factor de riesgo o susceptibilidad
para (AlJ) Poliarticular con un OR=2,00; IC (1,01-3,96) con un valor de p<0,05, al igual que para AR de Instalacion
Temprana con un OR=4,31; IC (2,12-8,80) con un valor de p<0,05 lo cual lo sugiere con un posible papel en la
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susceptibilidad de presentar la enfermedad en este grupo de pacientes Colombianos. El célculo de Bonferroni demuestra
que la posicién de los aminoacidos en la posicion 70 (D) (Q) y el aminoé&cido (R) en cualquier posicion tienen un papel

mas preponderante en AR de Instalacion Temprana con un valor de p<0,025.
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19.2. DISENO DEL MODELO DE ANALISIS MULTIVARIADO DE REGRESION
LOGISTICA PARA DETERMINAR SISTEMAS GENETICOS COMUNES Y
POLIMORFISMOS MOLECULARES- (c1858t) PTPN22 Y MHC/HLA:DRB1*

Para el andlisis multivariado se propuso la construccion de un modelo con el fin de
determinar las moléculas y polimorfismos moleculares comunes de los dos
sistemas genéticos PTPN22 y HLA-DRB1* para (AlJ) poliarticular y AR de

instalacion temprana.

Se determinaron las siguientes fases o0 pasos:

1. Seleccién preliminar de las moléculas MHC/HLA-DRB1 y PTPN22
consideradas importantes en el estudio, es decir las que se identificaron como
los alelos, que se expresaron y que pudieron asociarse como posibles
marcadores con cierto grado de susceptibilidad o proteccion de acuerdo a la
significancia estadistica p<0.05. Las variables fueron escogidas segun criterios
del investigador.

2. Andlisis del comportamiento de las variables.

Para esta fase se tomaron las moléculas de los dos sistemas genéticos (PTPN22
y HLA-DRB1*) que al momento de estimar el OR (probabilidad) mostraron cierto
grado de asociacion como posibles marcadores de susceptibilidad o proteccion.
Esto ayudo a identificar los epitopes compartidos de HLA-DRB1* y polimorfismos

moleculares del PTPN22 (c1858t) asociados sistematicamente como:

a) Polimorfismos del PTPN22 asociados a susceptibilidad o proteccion para (AlJ)

poliarticular y AR de instalacion Temprana.

b) Alelos HLA-DRB1* asociados a susceptibilidad o proteccion para (AlJ)

poliarticular y AR de instalacion Temprana.
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c) Epitopes compartidos (SE) asociados a susceptibilidad o proteccion para (AlJ)
poliarticular y AR de instalacion Temprana

Esta clasificacion demostré ser acertada al momento de contrastar la informacion
con investigaciones previas del grupo de investigacion de la Universidad del Norte
de inmunologia y biologia molecular (Garavito y colaboradores) y con la literatura

cientifica.

3. Deteccion de interacciones comunes.

Se realizo una busqueda de posibles interacciones proponiendo una clasificacion
del epitope compartido con un analisis estratificado y sistematico de estos (SE)

(ver clasificacion de (SE).

4. Definicion del modelo multivariado.

Para definir el modelo se tomo como medidas de significancia estadistica de
acuerdo a la hipétesis de investigacion planteada los célculos de (R-cuadrado
ajustado) (ANOVA).

a) R-Cuadrado ajustado: este calculo arroja en porcentaje la variabilidad de una
muestra con respecto a otra que comparte ciertas caracteristicas comunes.

(AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana.

b) ANOVA: ayudo a realizar la comparacibn de medias entre dos o mas
poblaciones, la cual depende de tener previamente identificadas las variables
independientes y la dependiente, tomando en consideracion la hipotesis de la

investigacion.
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5. Evaluacién del modelo.

Se tomaron los valores de p ajustados de los respectivos calculos anteriormente
mencionados, obteniendo resultados de un método complejo de facil interpretacion
en forma de tabla. El modelo mostro ser un recurso poderoso para la deteccién de
posibles interacciones comunes para las respectivas medidas de asociacion
ajustadas y comunes para ambas patologias (AlJ) poliarticular y AR de instalacion
temprana, en relacion a los polimorfismos de PTPN22 (C1858T), alelos HLA-
DRB1.
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Tabla 19. Analisis de regresion logistica multiple de los alelos MHC/HLA-DRB1 como alelos comunes
asociados a susceptibilidad o proteccién para las dos entidades (AlJ) Poliarticular y (AR) de
Instalacion Temprana

Principales Efectos Suma de Cuadrados gl Media de Cuadrados F-Ratio P-Valué OR (P-Valle)
B: HLA-DRB1*0404 0.57429 1 0.57429 2.64 0.1102 -0.198 (0.110)
D: HLA-DRB1*0408 0.179327 1 0.179327 0.82 0.3682 0,115 (0.368)
E: HLA-DRB1*0701 0.14148 1 0.14148 0.65 0.4237 -0.103 (0.424)
F: HLA-DRB1*1402 0.436475 1 0.436475 2.01 0,1626 -0.172 (0.163)
RESIDUAL 11.536 53 0.217661
TOTAL (Corregido) 15.0 59 (R-cuadrado (ajustado por grados de libertad)= 14,3866%)

OR: Tomado del Coeficiente estandarizado de Beta

ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados g_]l Media de Cuadrados F-Ratio P-Valué
Modelo 3.46396 6 0.577326 2.65 0.0252
Residual 11.536 53 0.217661
TOTAL (Corregido) 15.0 59

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de los pacientes segun las contribuciones dadas por todos los
factores. Los valores de p de la prueba de la significacion estadistica de cada uno de los factores. Dado que el
valor p es inferior a 0.05, este factor HLA-DRBL1 tiene una estadistica de efecto significativo para este grupo de
pacientes con un nivel de confianza del 95% dentro del modelo estadistico. ElI R-cuadrado ajustado

estadisticamente es el mas adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables independientes,
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es 14,3866% de la variabilidad de los pacientes. Dos (2) de los alelos presentados HLA-DRB1*0101, *0405;
tienen valores de p<0.05, los cuales muestran que estos alelos tienen un efecto estadisticamente significativo
como posible alelos comunes en el grupo de pacientes con (AlJ) Poli articular y AR de Instalacion Temprana con
un nivel del 95%.
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Tabla 20. Analisis de regresion logistica univariado (ANOVA) del polimorfismo (C1958T) PTPN22 en
(Al1J) Poli articular y AR de Instalacion Temprana.

Fuente Suma de Cuadrados gl Media de Cuadrados F-Ratio P-Valué OR (P-valle)
Modelo 0.878 2 0.439 3.544 0.179 -0.240 (0.065)
Residual 14.122 57 0.248
TOTAL (Corregido) 15 59

R-cuadrado (ajustado por grados de libertad) = 2.5%

Puesto que el P-valor en la tabla ANOVA es mayor a 0.10 no hay una relacion estadisticamente significativa entre
PTPN22 en los pacientes con (AlJ) Poli articular y AR de Instalacion Temprana con un nivel de confianza del
90%. El estadistico R-cuadrado indica un 2.5% de la variabilidad en PTPN22 la cual es muy débil como posible
alelo comun en (AlJ) Poli articular y AR de Instalacién Temprana.

ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados gl Media de Cuadrados F-Ratio P-Valué
Entre los grupos 0.81667 1 0.816667 3.54 0.0648
Dentro de los grupos 13.3667 58 0.23046

TOTAL (Corregido) 14.1833 59

El F-ratio para este caso es igual a 3,54364, es una relacién entre los grupos se estiman dentro del grupo, como
el valor de p de la prueba F es mayor o igual a 0.05, no hay un diferencia estadisticamente significativa entre la

media de los pacientes para PTPN22 con un nivel de confianza del 95,0%.
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Tabla 21. Analisis de regresion logistica entre los polimorfismos de los alelos MHC/HLA-DRB1y
(C1858T) PTPN22 asociados a susceptibilidad o proteccion para las dos entidades (AlJ) Poliarticular y
(AR) de Instalacién Temprana.

Fuente Suma de Cuadrados gl Media de Cuadrados F-Ratio P-Valué OR (P-valle)
Principales Efectos
A: PTPN22 0.800374 2 0.400187 1.90 0.1598 -0.228 (0.61)
B:HLA-DRB1*0101 ~ 1849 1 18049 857 00051  0.354(0.05)
C: HLA-DRB1*0404 0.511806 1 0.511806 2.43 0,1251 -0.184 (0.128)
D: HLA-DBR1*0405 0.74465 1 0.74465 3.54 0,0657 -0.226 (0.064)
E: HLA-DRB1*0408 0.1500773 1 0.150773 0.72 0,4013 0.110 (0.381)
F: HLA-DRB1*0701 0.16764 1 0.16764 0.80 0.3764 -0.108 (0.387)
G: HLA-DRB1*1402 0.319086 1 0.319086 1.52 0,2239 -0.151(0.212)
RESIDUAL 10.7357 51 0.210503
TOTAL (Corregido) 15.0 59 (R-Cuadrado (ajustado por grados de libertad) = 18.4897%)
OR: Tomado del Coeficiente estandarizado de Beta
ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados gl Media de Cuadrados F-Ratio P-Valué
_
Modelo 4.22407 7 0.603438 2.91 0.0120
Residual 10.7759 52 0.207229

TOTAL (Corregido) 15.0 59

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de los PACIENTES en las contribuciones del polimorfismo
(C1858T) PTPN22 y los alelos HLA-DRB1* como factores independientes en el grupo de pacientes con (AlJ)
Poli articular y AR de Instalacién Temprana. Dado que las sumas de cuadrados han sido elegidas por defecto,

la contribucién de cada uno de los alelos es medida y eliminado los efectos de todos los demas factores
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confusores. Se arrojan los valores de p con significancia estadistica de cada unos del polimorfismos (C1858T)
PTPN22 y de los alelos HLA-DRB1* presentes en los dos grupos de pacientes. Puesto que el P-valor en la
tabla ANOVA es inferior a 0,05 dentro del modelo estadistico, existe una relacion estadisticamente
significativa entre las variables en el 95% nivel de confianza. El R-cuadrado ajustado estadisticamente es el
mas adecuado para comparar modelos con diferente nUmero de variables independientes el cual arrojo un
18,4897% de la variabilidad de los pacientes. Solamente un alelo HLA-DRB1* 0101 tiene un valor de p inferior
a 0.05, como posible alelo comun en las dos entidades (AlJ) Poliarticular y AR de Instalacibn Temprana con

un nivel del 95 %.
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Tabla 22. Resumen del andlisis de regresion logistica entre los polimorfismos y los alelos MHC: HLA-
DRB1y (C1858T) PTPN22 asociados a susceptibilidad o proteccién para las dos entidades (AlJ)
Poliarticular y (AR) de Instalacion Temprana.

ANALISIS DE REGRESION MULTIVARIADO DE ALELOS HLA-DRB1*

Valor de p R-

N ) ) . OR Cuadrado
ALELOS HLA-DRB1 Sumade Cuadrados gl  Mediade Cuadrados F-Ratio  P-Valué Mg(;lelo (P-valie) Ajustado
(%)
i i *0101 1,51725 1 1,61725 7,43 0,0087 0.34 (0.009)
(A1J) Pollal_r}lcular y AR de 00252 14.38660%
Instalacion Temprana *0405 0,87267 1 0.87267 4,01 0,0504 -0.24 (0.110)
ANALISIS MULTIVARIADO (C1858T) PTPN22 Y HLA-DRB1*
PTPN22 (C1858T) 0,800374 2 0,400187 19 0,1598 -0.228 (0.61)
0.0120 18,490%
HLA-DRB1*0101 1,8049 1 18,049 8,57 0,0051 0.354 (0.05)

ANALISIS BIVARIADO DE REGRESION LOGISTICA (C1858T) PTPN22

(A:i)sg?gggf #I(;;yrgsade Entre los grupos 0,81667 2 0878 3544 goce 0479 024 0068 oo
p Dentro de los grupos 13,3667 57 0,248
TOTAL (Corregido) 14,1833 59

gl: Grados de libertad
Notese en la tabla al correlacionar los alelos MHC/HLA-Clase Il: DRB1* con el grado de variabilidad para las dos

entidades (AlJ) Poliarticular, (AR) de Instalacibn Temprana se encontré en un porcentaje del 14,3866% con un
valor de p=0,025 con un nivel de confianza del 90% dentro del modelo estadistico. Al incluir al modelo de
regresion logistica el polimorfismo PTPN22 (C1858T), aumento cierto grado la variabilidad a un 18,5% con un
valor de p=0,012 con un nivel de confianza del 95% dentro del modelo estadistico. El analisis univariado del
polimorfismo de (C1858T) PTPN22 para pacientes con las dos entidades (AlJ) Poliarticular y AR de Instalacion
Temprana arrojo un valor de p= 0.179 por lo tanto PTPN22 no tiene un efecto estadisticamente significativo como
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posible polimorfismo comun para pacientes con (AlJ) poliarticular y AR de Instalacién temprana con un 95% de
nivel de confianza dentro del modelo estadistico.
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20. DISCUSION.

Los resultados de las asociaciones en los dos sistemas genéticos: PTPN22
(C1858T) y MHC/HLA-Clase II: DRB1* en pacientes con Artritis de Instalacion
Temprana y Artritis Idiopética Juvenil Poliarticular, arrojaron resultados similares
fueron muy controvertidos pero a la vez soportados por los diferentes estudios

realizados a nivel mundial 6119,

En relacion con Artritis Reumatoide De Instalacibon Temprana de este grupo
poblacional de pacientes al momento de asociar el polimorfismo del gen PTPN22
(C1858T) como un posible polimorfismo de susceptibilidad arrojo un (OR=16,09
[95% (1,73-375,2), p=0.0037]) para el polimorfismo (C/T) valores por encima de
los reportados por otros estudios incluso realizados en poblacién Colombiana ©”
%9 La asociacién mas robusta descrita para un gen no-MHC ha sido la variante
R620W del gen PTPN22, replicada en un amplio nimero de poblaciones de
origen caucasico. En poblacion Colombiana (Medellin y Bucaramanga) no se
observa que este polimorfismo confiriera riesgo de susceptibilidad para la artritis
reumatoide (10). Los resultados de asociacién con los alelos HLA-DRB1*0101,
*0404, *0405, *0408, los cuales poseen el epitope compartido en las posiciones
70-74 (SE) cuya secuencia aminoacidica es (QRRAA) mostro un (OR=4,00 [95%
(1,56-10,37), p=0.002]) congruente con los datos descritos por otros autores como
posibles alelos de susceptibilidad ®"*"7®- Con relacién al alelo HLA-DRB1*0701
con (SE) (DRRGQ), se asocio como un alelo de proteccion a la enfermedad con
un (OR=0.15 [95% (0.02-0.71, p=0.01]) para este mismo grupo de pacientes *?,

En el grupo de pacientes con Artritis Idiopatica Juvenil Poliarticular al momento de
asociar el alelo HLA-DRB1*0404 mostro un OR=10.82 [95% (1,18-250.67),
p=0.016]) mostrdndose como un alelo de susceptibilidad congruentes los

resultados con los informados por otros estudio ©179%3),
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Es claro la asociacion que puede existir entre los alelos MHC/HLA-DRB1 con la
presencia de (AlJ) Poliarticular y que los aminoacidos en las posiciones (70-74)
de la region hipervariable del bolsillo 4 son sitios importante en la presentacion del
péptido a los receptores de los linfocitos T aloreactivos tipo CD4" por ser
altamente funcionales para el desarrollo de Enfermedades Autoinmunes como
sitios moleculares determinantes de riesgo ®2%). Se encontr6 que el alelo HLA-
DRB1*0701 cuyo (SE) es (DRRGQ) se comporto como un alelo de proteccion
con un (OR=0.15 [95% (0.02-0.71; p=0.01]) como lo referencian otros autores a

(10

nivel mundial ). Se destaca que este alelo también se muestra en nuestros

resultados como un alelo de proteccion para AR de instalacion temprana.

Con el PTPN22 en este mismo grupo de pacientes no se encontré significancia
estadistica al momento de la asociacion con un (OR=3,10 [95% (0.39-24,7),
p=0.21]) con el polimorfismo (C/T). Estos resultados pueden interpretarse como
ausencia de asociacion por heterogeneidad genética dada la mezcla de la
poblacién o bien como riesgo de susceptibilidad muy bajo, que implicaria que
posiblemente el estudio no alcanz6 suficiente poder estadistico en razon a la n del

estudiado 1© 85 88),

Cuando se asocio el aminoacido (D) en la posicién (70) del bolsillo 4 con la
proteccion a la no presentacion de la enfermedad en pacientes con (AlJ)
Poliarticular se encontr6 un OR=0,49 con un valor de p<0,05, con el aminoacido
(Q) con un OR=2,00 y un valor de p<0,05 como un aminoacido de susceptibilidad
a desarrollar AlJ Poliarticular. En pacientes con AR de Instalacion Temprana el
aminoéacido (D) un OR=0,22 con una p<0,05 y el aminoacido (Q) con un OR=3,71
con un valor de p<0,05 como un aminoacido de susceptibilidad al encontrarse en
la posicion (70) del bolsillo 4 de la region hipervariable de la cadena DRb1. El
aminoacido (R) no se encontré asociado en pacientes con (AlJ) Poliarticular ni
para susceptibilidad ni proteccién con un OR=2,96 y una p>0,05, sin embargo en

pacientes con AR de Instalacion temprana se encontr6 asociado con
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susceptibilidad con un OR=3,35 y un valor de p<0,05,, lo cual sugiere que los
aminoacidos de la posicion (70) del bolsillo 4 si confieren cierta potencial
electrostatico al acople del péptido debido tal vez al cambio conformacional que
estos aminoacidos confieren (D), (Q) y (R) en la posicion (70), donde el
aminoacido (R) debido a tamafio y conformacién molecular aumenta de alguna
manera la afinidad del péptido con el bolsillo 4 dependiendo del aminoacido que lo
precede ya sea (D) o (Q) o el mismo en la posicion (70)*?. Al momento de
asociar las secuencias especificas del epitope compartido en la posicién (70) con
el aminoacido (D) relacionado con (R) en cualquier posicién entre (71-74) del
bolsillo 4, no se encontré ningun tipo de asociacién en pacientes con (AlJ)
Poliarticular, este mismo fendmeno sucedié con el aminoacido (Q) en la posicion
(70) seguido del aminoacido (R) en cualquier posicion entre la (71-74) del bolsillo
4. (Ver tabla 17). En los pacientes con AR de Instalacion Temprana se encontré
asociado la secuencia Fz (DRR//) con un OR=0,18 y un valor de p<0,05 como
secuencia protectora, la secuencia S; (Q/R//) como de susceptibilidad con un
OR=2,74 y un valor de p=0,0363, al igual que la secuencia S3 (QRR//) con un
OR=4,00 y una p=0,0021 %17 (ver tabla 18).

La clasificacién realizada y analizada para la presente investigacion sugiere la
necesidad de hallar nuevas formas de asociar las secuencia con subgrupos de
pacientes con las secuencias especificas y posiciones aminoacidicas de acuerdo a
las caracteristicas de los aminoacidos posiblemente implicados ya que esta
clasificacion podria tener relevancia en el tratamiento y pronostico de las
enfermedades autoinmunes especificamente con la (AlJ) Poliarticular y (AR) de

Instalacidbn Temprana como ha sido ya demostrado por otros estudios.
Al momento de asociar las sumatorias de las secuencias implicadas al desarrollo o

proteccion en las dos entidades se encontré que para (AlJ) Poliarticular como AR

de Instalacion Temprana los aminoacidos (D), (Q) y (R) en la posicién 70 del
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bolsillo 4 tienen un papel importante para el desarrollo o protecciébn a la
enfermedad de manera comun pero con cierto grado de variabilidad (Ver tabla 19).

Al realizar la correlacion entre el grupo de pacientes es decir entre (AlJ)
Poliarticular y AR de Instalacion Temprana para los alelos MHC/HLA-Clase II:
DRB1* en un porcentaje del 14,3866% con un valor de p=0.0252 con un nivel de
confianza del 95%, sin embargo al incluir al modelo de regresion logistica el
polimorfismo (C1858T) PTPN22, aumento cierto grado la variabilidad a un 18,5%

con un valor de p=0,0120 con un nivel de confianza del 90% %) (ver tabla 22).

El grado de diferencia determinado por el calculo de ajuste de Bonferroni
presentado en cada uno de los analisis, puede ser debido al grado de variabilidad
genética de la poblaciéon estudiada, ya que estos son marcadores que pueden
combinarse con diferentes modos de herencia y por lo tanto las estimaciones de

riesgo pueden también ser diferentes o variar.

En la literatura hay una escasa informacion sobre la correlacion existente entre
estos dos sistemas genéticos como posibles genes comunes para la presentacion

a 112119 - Refinar

y prondstico de (AlJ) Poliarticular y AR de Instalacion Tempran
el estudio a un analisis de ligamiento familiar para PTPN22 y HLA-DRB1* para
esta poblacion de Colombianos en padres con hijos afectados por las dos
entidades ya que una sola relacién especifica del PTPN22 podria explicar el

desarrollo o pronéstico de la enfermedad sobre todo (AlJ) Poliarticular %),

En la escogencia de los pacientes pudieron haber existido errores en la
escogencia de los pacientes ya que en la practica clinica no siempre es posible
establecer un fenotipo certero aunque se sigan rigurosamente por el clinico ).

En cuanto al tamafio de la muestra fue motivo de modelizacion constante durante
el desarrollo de la presente investigacion donde se realizo una aproximacion

comun al calculo del tamafio muestral teniendo en cuanto la experiencia del grupo
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e investigacion y al tamafio escogido en el macro proyecto apoyado por
Colciencias ya que la presente investigacion se puede determinar cémo un estudio
piloto, esto nos ayudo a inferir la frecuencia alelica y genotipica en nuestra
poblacién. Se considero dentro del estudio una tasa previsible de errores en los
experimentos de genotipificacion que compensara en un momento un mayor
tamafio de la poblacion para no ver disminuido nuestro poder estadistico.
Consideramos para el presente estudio que los resultados son comparables con
otros desarrollados a nivel mundial ya que aunque debido a la mezcla poblacional
ni por razones genéticas ni ambientales los resultados se pueden determinar como
espurios debido a la consolidacién de los resultados. Se debe anotar que un
analisis de un solo polimorfismo (C1858T) PTPN22 en ambas patologias puede
llevar a asociaciones espurias, porque la variante puede encontrarse en
desequilibrio de ligamiento con otra u otras variantes, constituyendo un haplotipo
caracteristico como puede estar sucediendo con los resultados encontrados en

pacientes con (AlJ) Poliarticular 9,
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19. CONCLUSION

Son muchos los sistemas genéticos implicados en la susceptibilidad o proteccion
en Artritis Reumatoide (AR) de Instalacion Temprana y Artritis Idiopatica Juvenil
(Al1J) Poliarticular, y a la vez comunes para ambas entidades, los resultados del
presente estudio, confirman de alguna manera la influencia de los dos sistemas
genéticos y polimorfismos moleculares de PTPN22 (C1858T) y HLA-DRB1* en la
autoinmunidad de las entidades mencionadas e indican que los fenotipos
autoinmunes podrian representar resultados pleiotropicos de estos genes lo cual a
la luz de los conocimientos actuales no se han podido determinar como sistemas
genéticos especificos y comunes en Artritis Idiopatica Juvenil Poliarticular y Artritis
Adulta de Instalacién Temprana, enfermedades que se piensa tienen una base de
mecanismos inmunogenéticos similares por lo cual fue la hipotesis del presente

trabajo.

Los sistemas genéticos como el MHC-Clase-Il; codifica para genes localizados en
el cromosoma 6p21 y el PTPN22 codifica para una fosfatasa linfoide de la tirosina
(LYP) en el cromosoma 1g33. Estos sistemas posiblemente comunes en Artritis
Reumatoide de Instalacibn Temprana y Artritis Idiopéatica Juvenil Poliarticular son
moléculas que participan en mecanismos cruciales en la cascada inmune, y a la
vez estdn implicados en la activacion de linfocitos T CD4+, aunque los
mecanismos reguladores no son totalmente comprendidos. Los epitopes
compartidos (SE+) de los genes (MHC/HLA-Clase Il: DRB1*) y el polimorfismo del
(C1858T) PTPN22, podrian considerarse como posibles genes comunes, pero
debido a la mezcla de la poblacion del Caribe Colombiano los datos no son
totalmente concluyentes, sobre todo para (AlJ) Poliarticular, considerando que es
la menos estudiada a nivel mundial y cuyo diagndstico diferencial con los otros
subtipos (AlJ) u otras enfermedades autoinmunes es aun en dia confuso. Los
sistemas genéticos estudiados (HLA-Clase Il: DRB1*, PTPN22), actian como

reguladores positivos y negativos en la activacion de linfocitos T autoreactivos
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CD4+, llevando al desarrollo de fenotipos autoinmunes. Al momento de asociar
los sistemas genéticos (HLA-Clase II DRB1* Vs PTPN22), no se encontré
asociacion significativa en el analisis multivariado pero pudo ser a la n escogida

para el presente estudio.

Las secuencias compartidas de HLA-DRB1* son las que tienen una mayor
importancia en la posible presentacion fenotipica en las dos patologias (Artritis
Adulta De Instalacién Temprana y Artritis Idiopética Juvenil Poliarticular) lo cual fue
concluyente al momento de proponer la clasificacion surgida de la necesidad de
observar el posible rol de los aminoacidos (D) y (Q) en la posicion 70 del bolsillo
del exon 4 del epitope compartido y el posible papel que pudiese estar cumpliendo
el aminoacido (R) en el cambio comformacional del epitope al momento de
reconocer el antigeno. La naturaleza cronica de ambas patologias, las cuales
podrian tener mecanismos moleculares comunes demuestra que en la clinica las
terapias de tratamiento aplicadas son muy similares y con resultados muy
concordantes entre ambas, como para llegar a concluir que la (AlJ) es una forma

de Artritis del Adulto en el infante.

A pesar de que (AR) de Instalacién Temprana y (AlJ) Poliarticular, se expresan
ambas por la aparicion de un proceso inflamatorio articular crénico, a priori se
podria decir que no son tan diferentes, pero en otras formas de (AlJ) como la
oligoarticular o sistémica, estos dos sistemas genéticos podrian llegar actuar de
manera diferente, ya que desde el acercamiento del clinico hacia la (AlJ), cuando
ha tratado la AR del Adulto, esté tiene la necesidad de adquirir cierto grado de
aprendizaje y un esfuerzo mental para la comprension de la aparicion de la (AlJ)
en general donde la diferencia no radica solamente en la presentacion clinica de
las entidades, sino también en aspectos importantes de la patogénesis, aunque a
un nivel molecular compartan ciertos sistemas como los presentados en el

presente estudio.
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Genéticamente ambos grupos de enfermedades (AR) de Instalacion Temprana y
(AlJ) Poliarticular, se podria decir tienen un factor comun de proteccién asociado
por el alelo HLA-Clase II: DRB1*0701. EIl analisis de la secuencia de los
aminoacidos entre las posiciones 70-74 muestra que en ambas entidades existen
secuencias que se comparten como marcadores de proteccion o susceptibilidad.
Por otra parte, la posicion del amino&cido (R), en la secuencia 70-74 podria tener
un papel importante para el desarrollo o proteccion en ambas entidades. Se
podria inferir a través de los resultados, que los marcadores genéticos y
moleculares desempefian un papel en la amplificacion de la respuesta inflamatoria
conllevando a un desequilibrio en las moléculas pro inflamatorias en la (AR) del
Adulto y en la (AlJ) Poliarticular, donde el papel de la citocinas e interleucinas es
similar en ambas patologias, es decir las secuencias del (SE+) (QKRRA),
(QRRAA) y (QRRAE), dada su conformacion molecular en el espacio,
determinarian de alguna manera la presentacion del antigeno a los receptores de
los linfocitos T autoreactivos , y podrian generar perfiles de citocinas en la cascada

inflamatoria similares.

El HLA-DRB1*04 y sus subtipos alelicos estan mayormente asociados con (AR)
del Adulto de Instalacién Temprana. Los pacientes que sufren (AlJ) Poliarticular
debido a la menor prevalencia de este subgrupo clinico y los pocos estudios
realizados a nivel mundial y sumado al nimero pequefio de nuestra poblacion
analizada, nos lleva a no poder dar una conclusién veraz y comparable con la
Artritis del Adulto de Instalacion Temprana en decir que los dos sistemas
genéticos (HLA-Clase Il DRB1* y PTPN22) tienen mecanismos comunes o
similares para ambas patologias ya que en las dos entidades se produce una
amplificacion de la respuesta inflamatoria, que se perpetua en el tiempo, esta
amplificacion podria estar determinada por los sistemas genéticos (HLA-Clase I
DRB1* y PTPN22 (C1858T) con posibles papeles similares pero no idénticos en la
(AR) de Instalacion Temprana y en pacientes con (AlJ) en sus diferentes subtipos

clinicos. Clinicamente se sabe que la (AR) del Adulto responde bien a los
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tratamientos con agentes Anti-TNF alfa, solos 0 en asociacion con metotrexate
(MTX), la (AlJ) Poliarticular responde de manera muy similar. Se concluye que
(AR) de Instalacion Temprana Yy (AlJ) Poliarticular, parecen tener caracteristicas
genéticas similares o comunes pero se tendrian que desarrollar estudios de
cohortes con una mayor poblacion para llegar a comprobar que la (AlJ)
Poliarticular es una forma infantil de (AR) del Adulto de Instalacion Temprana.
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ANEXOS



Universidad del Norte
Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular

CONSENTIMIENTO INFORMADO

en la Universidad del Norte en el bloque del laboratorio # 3.

*Cualquier anomalia que usted observe durante el periodo de estudio por favor comunicarse con el

investigador principal del proyecto Dra. Gloria Garavito de Egea 3509486 — 3509337, oficina ubicada

PROYECTO DE INVESTIGACION: MARCADORES DE DOS SISTEMAS GENETICOS Y
POLIMORFISMOS MOLECULARES (MHC/HLA-DRB1- PTPN22 (C1858T) ASOCIADOS A
ENFERMEDAD REUMATICA: AlJ POLIARTICULAR Y AR DE INSTALACION TEMPRANA EN
UN GRUPO DE PACIENTES COLOMBIANOS.

Yo he sido invitado a participar en el proyecto de

investigacién titulado MARCADORES DE DOS SISTEMAS GENETICOS Y POLIMORFISMOS

MOLECULARES (MHC/HLA-DRB1- PTPN22 (C1858T) ASOCIADOS A ENFERMEDAD

REUMATICA: AlJ POLIARTICULAR Y AR DE INSTALACION TEMPRANA EN UN GRUPO DE

PACIENTES COLOMBIANOS.

1. proyecto que va a ser realizado por investigadores del grupo de Inmunologia y Biologia
Molecular adscrito al departamento de Ciencias Basicas Médicas, de la Division Ciencias de la
Salud de la Universidad del Norte de Colombia.

2. El propésito especifico de este proyecto, es llevar a cabo varios ensayos experimentales con
una muestra de sangre venosa periférica, con el fin de estudiar los MARCADORES DE DOS
SISTEMAS GENETICOS Y POLIMORFISMOS MOLECULARES (MHC/HLA-DRB1- PTPN22
(C1858T) ASOCIADOS A ENFERMEDAD REUMATICA: AlJ POLIARTICULAR Y AR DE
INSTALACION TEMPRANA. Para ello se me ha informado que:

a. Que (AlJ) Poliarticular y (AR) de Instalacién Temprana son unas enfermedades
autoinmunes en gue el sistema inmunolégico ataca errbneamente células y tejidos sanos.

b. Que cualquier persona puede padecer (AlJ) Poliarticular y (AR) de Instalacion Temprana
aunque las mujeres tienen mayor riesgo de enfermarse.

c. Que mi participacién en este estudio es una voluntaria contribucion al desarrollo de la
ciencia y a la mejoria de la salud de nuestros semejantes.

d. Que acepto participar en este estudio, previa evaluacion médica, se me solicitara la
donacion de una (1) muestra de sangre de 10cc obtenida de una vena de mi antebrazo,
gue sera recolectada durante una consulta médica.

e. Que el tiempo necesario para la toma de muestras es aproximadamente de 10 minutos.

f.  Que la muestra de sangre sera tomada por personal de un equipo médico capacitado,
entrenado e idéneo.

g. Que este estudio se considera en el marco de la Reglamentacién Colombiana como de
bajo riesgo.

h. Que latoma de muestra de sangre puede producir algo de dolor o enrojecimiento en el
area de la veno-puncién y en raras ocasiones sensacion de mareo de la que me
recuperaré rapido y espontaneamente sin que produzca complicacion alguna.

i. Que los procedimientos de toma de muestra no representan ninguin costo para mi.

j-  Que podré solicitar informacion o aclaracion de mi participacion en este estudio a
cualquiera de los investigadores.

k. Que mi participacion en este proyecto permitira y contribuird a generar un nuevo
conocimiento acerca de la genética (AlJ) Poliarticular y (AR) de Instalacién Temprana y de
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los mecanismos de inmunorregulacion y en el futuro podria ser la base para el desarrollo
de métodos de diagndstico o tratamientos mas precisos y eficaces.

Que cualquier informacién adicional e importante encontrada durante el periodo de
duracion del estudio, que pudiese resultar importante para mi salud, me sera comunicada
oportuna y de forma inmediata.

Que tuve una entrevista con el investigador y entendi y comprendi de manera clara y
adecuada la informacién que se me suministr6 sobre el citado proyecto y se respondio
satisfactoriamente a todas mis inquietudes y preguntas.

Que mi participacion es absolutamente voluntaria sin necesidad de recibir estimulos o
motivaciones especiales por parte del equipo investigador y de igual manera estoy en
libertad de retirarme cuando lo desee sin necesidad de dar explicaciones.

Que la informacion generada por este estudio es estrictamente confidencial. Las muestras
biolégicas y la data que genere es estudio, para publicaciones cientificas no sera
identificada con mi nombre.

Que se me entregara una copia del consentimiento informado antes de proceder a la toma
de muestra de sangre.

Nota: Las muestras de sangre tomadas a los sujetos involucrados en el estudio de investigacién
seran utilizados Unicamente para el desarrollo de esta investigacion.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, de forma libre, consciente y voluntaria, expreso
mi autorizacion a la Universidad del Norte para participar en este proyecto.

Yo, mayor de edad e identificado con la cédula de ciudadania N°

manifiesto:

1. Que el siguiente consentimiento me fue entregado antes del momento de la toma de la
muestra y me fueron explicadas las implicaciones correspondientes por parte de un
investigador del grupo. Luego de las aclaraciones pertinentes para dar el aval.

2. Que soy consciente que la sangre que donaré, asi como la colaboracién que prestaré, sera
utilizada con fines de investigacion y que nadie obtendra ningun tipo de lucro con ellas.

3. Soy también consciente que la participacion y el procedimiento en este estudio no

representa ningun peligro para mi salud y que el procedimiento para la toma de la muestra
es seguro.

Que en constancia, firmo este consentimiento informado, en la ciudad de Barranquilla, el dia ___ de

del afio 200__, en presencia del investigador y de dos testigos.

PACIENTE:

Nombre y firma

Direccion y fecha:

C.C.

TELEFONO

Investigador: Nombre y firma

c.c.
Testigol: Nombre y firma

c.C.
Testigo2: Nombre y firma

c.C.
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FORMATO DE RECOLECCION CLINICA

DIAGNOSTICO CODIGO

A. DATOS GENERALES.

Nombre y Apellido TEL
Direccion fecha de nacimiento
1.sexo:M__ F__
2. Edad.

1 [16a20

2 (21a30

3 | 31ad0

4 (41a50

5 | 50a61

6 (61a70

7 |[71a80
3. Procedencia.
Ciudad Departamento

B. HISTORIA DE LA ENFERMEDAD.
1. Debe reunir minimo cuatro criterios para la clasificacion de AR.

rigidez matinal ( )

artritis de tres 0 mas articulaciones ( )
artritis de las articulaciones de las manos ( )
artritis simétrica ( )

nddulos reumatoides ( )

factor reumatoideo Pos( )Neg( )
cambios radiolégicos ()

ACCP ( )

NGO

2. Duracion de la enfermedad desde el inicio de los sintomas (en meses) hasta la primera
visita.

0a3
3ab
6a9
9a12

AlIOIN|—

C. FORMAS CLINICAS DEL INICIO DE LA ENFERMEDAD.
3. En cuanto al nimero de las articulaciones.
| 1 | Monoarticular | |
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Oligoarticular

Poliarticular
4. Tipo de comienzo.
1 | Abrupto
2 | Gradual
D. TIEMPO TRANSCURRIDO EN MESES ENTRE EL COMPROMISO DISTAL (PEQUENAS
ARTICULACIONES) Y EL COMPROMISO PROXIMAL (MEDIANAS O GRANDES
ARTICULACIONES) SI SU EVOLUCION HA SIDO ASI:
1 |0a3l
2 |3ab
3 |6a9
4 19a12
E. FUE PRECEDIDA LA AR POR:
1. entetitis o tendinitis
2. artralgia inflamatoria
ARTICULACION DERECHA IZQUIERDA
Hombros
Codos
Carpos
Rodillas
MCF 112345123 |45
IFP 1123 (4|5(1|2[3 /4|5
G. EXAMEN FISICO GENERAL.
1. Fumasi__ No__
Signos vitales.
1. peso:
2. tension arterial
3. frecuencia cardiaca
4, falla___ .
5. Examen Fisico
Sistema Normal Anormal No realizado Detalles
Aspecto general
Cabeza
Nariz, orejas y
garganta
Cuello
Piel
Pulmones
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Corazon

Abdomen

Oseo

Neurolégico

Genito urinario

Otros

H. SEROLOGIA

RA Test: ( )
ANN: )
Tituloy Patron: ()

ANTECENDENTES CLINICOS.
1. Sufre usted de otra enfermedad autoinmune SI__ NO

Cual

2. padece otra tipo de enfermedad SI__NO__
Cual

OBSERVACIONES
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Base de datos: Tipificaciones HLA clase Il y PTPN22 (AlJ) Poliarticular

CODIGO NUEVO| CODIGO DIAGNOSTICO PTN22 (1858) C/T| PTPN22 CATEGORICA | ALELOS HLA DRB1 HAPLOTIPOS HLA DRB1*]
AlJ-001 ARJ-075 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0101 0405 0101/0405
AlJ-002 ARJ-077 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 1602 0402 1602/0402
AlJ-003 ARJ-150 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0701 1301 0701/1301
AlJ-004 ARJ- 153 |ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0403 0404 0403/0404
AlJ-005 ARJ-175 |ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0701 0408 0701/0408
AlJ-006 AR-ARJ-040 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0407 1501 0407/1501
AlJ-007 AR-ARJ-045|ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0101 1101 0101/1101
AlJ-008 AR-ARJ-046 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0405 0301 0405/0301
AlJ-009 AR-ARJ-052 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0901 1104 0901/1104
AlJ-010 AR-ARJ-056 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0404 1301 0404/1301
AlJ-011 AR-ARJ-057 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 1402 0411 1402/0411
AlJ-012 AR-ARJ-060 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 1502 0404 1503/0404
AlJ-013 AR-ARJ-109 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 1501 1101 1501/1101
AlJ-014 AR-ARJ-070 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0411 1303 0411/1303
AlJ-015 AR-ARJ-080 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0802 0901 0802/0901
AlJ-016 AR-ARJ-005 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0301 0901 0301/0901
AlJ-017 AR-ARJ-042 [ ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0901 1303 0901/1303
AlJ-018 AR-ARJ-047 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0301 0402 0301/0402
AlJ-019 AR-ARJ-048 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0402 0301 0403/0301
AlJ-020 AR-ARJ-049 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0301 1303 0301/1303
AlJ-021 AR-ARJ-050 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CT 2,00 0407 1502 0407/1502
AlJ-022 AR-ARJ-051 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR TT 3,00 0301 1301 0301/1301
AlJ-023 AR-ARJ-053 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 1101 1503 1101/1503
AlJ-024 AR-ARJ-054 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0404 0101 0404/0101
AlJ-025 AR-ARJ-055 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 1101 0901 1101/0901
AlJ-026 AR-ARJ-059 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 1503 1301 1503/1301
AlJ-027 AR-ARJ-089 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 1501 1001 1501/1001
AlJ-028 AR-ARJ-068 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CT 2,00 0404 1305 0404/1339
AlJ-029 AR-ARJ-090 | ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR CC 1,00 0901 0401 0901/0401
AlJ-030 AR-ARJ-105 [ARTRITIS IDIOPATICA JUVENIL POLIARTICULAR cC 1,00 0802 1402 0802/1402
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Base de datos: Tipificaciones HLA clase Il y PTPN22 AR de Instalacion Temprana

NUEVO CODIGO CODIGO DIAGNOSTICO PTPN22 PTPNZ.Z ALELOS HLA DRB1 HAPLOTIPOS HLA-
Categorica DRB1*
AR-001 AR-183 ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO IND 0,00 1503 0302 1503/0302
AR-002 AR-ARJ-001 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0301 1501 0301/1501
AR-003 AR-ARJ 002 ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 0901 0101/0901
AR-004 AR-ARJ-003 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 1501 0301 1501/0301
AR-005 AR-ARJ-004 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CT 2,00 1001 1303 1001/1303
AR-006 AR-ARJ-009 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0404 1001 0404/1001
AR-007 AR-ARJ-013 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 1501 0101/1501
AR-008 AR-ARJ-014 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CT 2,00 0901 1503 0901/1503
AR-009 AR-ARJ-018 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CT 2,00 1301 0301 1301/0301
AR-010 AR-ARJ-020 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 0404 0101/0404
AR-011 AR-ARJ-021 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 1501 1001 1501/1001
AR-012 AR-ARJ-022 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0408 0407 0408/0407
AR-013 AR-ARJ-023 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0301 1501 0301/1501
AR-014 AR-ARJ-025 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 1501 0101/1501
AR-015 AR-ARJ-030 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CT 2,00 0701 0701 0701/0701
AR-016 AR-ARJ-026 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 1101 0101/1101
AR-017 AR-ARJ-028 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 0301 0101/0301
AR-018 AR-ARJ-031 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 1503 0101/1503
AR-019 AR-ARJ-032 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 0901 0101/0901
AR-020 AR-ARJ-033 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 1303 0401 1303/0401
AR-021 AR-ARJ-034 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 0401 0101/0401
AR-022 AR-ARJ-035 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO IND 0,00 0101 0101 0101/0101
AR-023 AR-ARJ-058 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0101 1101 0101/1101
AR-024 AR-ARJ-102 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0402 1501 0402/1501
AR-025 AR-ARJ-103 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0802 0901 0802/0901
AR-026 AR-ARJ-104 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0301 0901 0301/0901
AR-027 AR-ARJ-006 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0401 0402 0401/0402
AR-028 AR-ARJ-008 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CT 2,00 0406 0408 0406/0408
AR-029 AR-ARJ-019 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CT 2,00 1301 0407 1301/0407
AR-030 AR-ARJ-039 | ARTRITIS REUMATOIDE DEL ADULTO DE INICIO TEMPRANO CC 1,00 0103 1001 0103/1001

165




Base de datos: Tipificaciones HLA clase Il y PTPN22 de los controles

CODIGO NUEVO CODIGO PTPN22 CONTROLES CONTROLES PTPN22 CATEGORICAS CONTROLES ALELOS HLA DRB1 HAPLOTIPOS HLA DRB1
C0-001 CO-58 cc 1,00 1501 0407 1501/0407
C0-002 CO - 69 cc 1,00 1102 0701 1102/0701
C0-003 CO-72 cc 1,00 0103 1102 0103/1102
C0-004 CO-75 cc 1,00 0301 1601 0301/1601
C0-005 CO-76 cc 1,00 0404 1303 0404/1303
C0-006 C0-77 cc 1,00 1104 0103 1104/0103
C0-007 CO - 87 cc 1,00 1301 1304 1301/1304
C0-008 CO-88 cc 1,00 1501 1302 1501/1302
C0-009 CO -89 CT 2,00 0301 0407 0301/0407
C0-010 CO-104 cc 1,00 1501 1102 1501/1102
C0-011 CO-114 cc 1,00 0411 1301 0411/1301
C0-012 CO0-115 cc 1,00 0701 0701 0701/0701
C0-013 CO-126 cc 1,00 0801 0701 0801/0701
C0-014 CO-127 cc 1,00 0405 0801 0405/0801
C0-015 CO-132 cc 1,00 0101 0406 0101/0406
C0-016 CO-133 cc 1,00 0701 0101 0701/0101
C0-017 CO - 142 cc 1,00 0101 1501 0101/1501
C0-018 CO-143 cc 1,00 1501 1102 1501/1102
C0-019 CO-155 cc 1,00 1401 1401 1401/1401
C0-020 CO-160 cc 1,00 0701 1501 0701/1501
C0-021 C0-175 cc 1,00 0301 1305 0301/1305
C0-022 CO-176 cc 1,00 0411 0701 0411/0701
C0-023 C0-177 cc 1,00 1201 1301 1201/1301
C0-024 CO-179 cc 1,00 0701 1104 0701/1104
C0-025 CO - 182 cc 1,00 1101 1401 1101/1401
C0-026 C0-183 cc 1,00 0701 1102 0701/1102
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C0-027 CO - 186 cc 1,00 1201 0701 1201/0701
C0-028 CO-188 cc 1,00 1501 1402 1501/1402
C0-029 CO0-198 cc 1,00 1601 1303 1601/1303
C0-030 C0-201 cc 1,00 0803 1102 0803/1102
C0-031 C0-202 cc 1,00 0801 0801 0801/0801
C0-032 AS-010 cc 1,00 0103 0401 0103/0401
C0-033 AS- 013 cc 1,00 0415 1604 0415/1604
C0-034 AS - 015 cc 1,00 1502 0701 1502/0701
C0-035 AS-021 cc 1,00 1501 1101 1501/1101
C0-036 AS- 043 cc 1,00 0301 1301 0301/1301
C0-037 AS- 046 cc 1,00 0101 0103 0101/0103
C0-038 AS- 061 cc 1,00 0101 0701 0101/0701
C0-039 C0-071 cc 1,00 0301 1401 0301/1401
C0-040 C0-180 cc 1,00 0701 1201 0701/1201
C0-041 CO-164 cc 1,00 0301 1102 0301/1102
C0-042 CO-145 cc 1,00 0301 1101 0301/1101
C0-043 C0-150 cc 1,00 0101 0701 0101/0701
C0-044 C0-154 cc 1,00 1101 1001 1101/1001
C0-045 CO-140 cc 1,00 0407 0701 0407/0701
C0-046 CO-130 cc 1,00 0701 0302 0701/0302
C0-047 CO-156 cc 1,00 1601 0801 0412/0801
C0-048 CO- 159 cc 1,00 0701 1301 0701/1301
C0-049 CO-161 cc 1,00 1105 0801 1105/0801
C0-050 CO- 166 cc 1,00 0701 1302 0701/1302
C0-051 CO0-141 cc 1,00 1604 1301 1604/1301
C0-052 CO-169 cc 1,00 1301 0701 1301/0701
C0-053 CO-178 cc 1,00 1101 1201 1101/1201
C0-054 CO-209 cc 1,00 1301 0302 1301/0302
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C0-055 CO-211 cc 1,00 0301 1601 0301/1601
C0-056 CO-212 cc 1,00 0701 1001 0701/1001
C0-057 CO-214 cc 1,00 0409 1101 0401/1101
C0-058 CO- 215 cc 1,00 0403 0701 0411/0701
C0-059 CO- 216 cc 1,00 0802 0411 0802/0411
C0-060 CO- 217 cc 1,00 0101 0701 0101/0701
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Base de datos: Excel analisis de data HLA DRB1* y PTPN22.
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0101

1=Alelo Mutado (CT/TT)
2=Alelo Slvestre (CC)
0= Indeterminado
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PTPN2

1=Al

=R
0=Controle |
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