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RESUMEN

La artritis reumatoide juvenil (AR]) es la artropatia crénica mas frecuente en
ninos, se caracteriza por inflamacién, dolor, hinchazén y rigidez de las
articulaciones sinoviales provocando a la larga discapacidad para realizar
movimientos. La ARJ es una enfermedad autoinmune en donde el sistema inmune
del individuo se encuentra anormalmente regulado, en muchos casos la
participacién anormal de pequefias proteinas y solubles denominadas citocinas
producen la destruccion del cartilago articular del hueso de los pacientes que
tienen ARJ. Esta enfermedad representa aproximadamente el 0.1 % de todas las
enfermedades en poblacién general. En esta patologia con etiologia multifactorial
se han identificado varios factores genéticos que representan riesgo a desarrollar
ARJ en diversas poblaciones. En este estudio analizamos la participacion de
algunos polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en genes candidatos
involucrados en la susceptibilidad a desarrollar ARJ en poblacién mexicana que
previamente habian sido reportados como de susceptibilidad en otras poblaciones.
Entre los SNPs analizados en este estudio estuvieron el - 889 T/ C del gert de IL-Ia,
-8 C/G, -109 G/Ay - 403 G/ A de Rantes o CCLS, - 62 T/A de IKBL y el 260 C/G
de del gen TAPBP. Nuestros resultados sugieren que los tres SNPs analizados de
RANTES no tienen relevancia en la susceptibilidad a la AR], sin embargo
encontramos una co-ocurrencia entre la enfermedad y el SNP - 889 T/ C del gen IL-
la (OR: 047, IC 95% 0.22 - 0.99, X2: 4.00, p = 0.045) asi como también con el SNP -
62 T/A del gen IKBL (OR: 0.70, IC 95% 0.52-0.93, X2: 5.89, p = 0.015) sin embargo
en nuestra poblacién estos SNPs mostraron protecciéon y no susceptibilidad como
previamente habian sido reportados, de hecho cuando se corrigié en valor de p
obtenido de la distribucion del genotipo C/C vs C/T entre casos con AR] y los

controles se perdi6 la asociacion con el SNP - 889 T/ C del gen IL-Ia, este resultado



es por demas interesante, ya que esto quiere decir que la distribucion alélica de este
y otros polimorfismos es diferente a las poblaciones que han asociado este
polimorfismo a susceptibilidad, finalmente el SNP no sinénimo 260 C/G, donde
hay un cambio de aminodcido treonina por arginina ubicado en la region
codificante (exon 4) del gen TAPBP mostr6 diferencias estadisticamente
significativas entre casos con AR] y controles (OR: 1.42, IC % 1.06-1.89, X2: 5.71, p
= 0.016. Actualmente no se conoce como afecta el cambio de aminodcido a la
funcién de la proteina TAPBP, sin embargo es probable que altere algunos
procesos de la respuesta inmune, de hecho los autores que encontraron asociado
este SNP con la enfermedad sugieren que este polimorfismo se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con el verdadero SNPs que causa la enfermedad a
artritis. Podemos entonces decir que estos SNPs asociados con AR] son
importantes en la etiopatologia de la artritis reumatoide juvenil de la poblacion

pediatrica mexicana.



Introduccion

La artritis reumatoide juvenil (AR]) representa a la artropatia autoinmune
mas comun de la infancia, se caracteriza por inflamacion articular persistente de las
membranas sinoviales, dolor, rigidez y en muchas ocasiones incapacidad para
realizar movimientos I Durante el transcurso de esta patologia se van destruyendo
progresivamente las articulaciones debido a procesos inflamatorios desregulados,
sin embargo la enfermedad se puede presentar con una expresividad muy variable,
es decir puede ir desde formas muy leves hasta muy graves 2 El diagndstico clinico
se realiza en nifios menores de 16 afios de edad que presentan inflamacion de las
articulaciones por lo menos durante seis semanas. La incidencia de la enfermedad
varia mucho de una poblacion a otra, pero en general se presenta entre 10 a 23 por
cada 100,000 nifios (tabla 1), mientras que su prevalencia es de 8 a 150 por cada
100,000 nifios * Aunque no existen muchos estudios sobre la prevalencia de la
enfermedad, en poblacidon Finlandesa se ha estimado ser de aproximadamente el
01 %*

Tabla 1 Incidencias y prevalencias de la AR] en diferentes poblaciones >

Autores Pais Incidencia Prevalencia
No./100,000 10./100,000
Fujikawa y Okuni, 1997 Japén 083 *NR
Kaipianen Seppanen,1995  Finlandia 195 * NR
Moe y Rygg, 1998 Noruega 226 1481
Ozen, 1998 Turkia *NR 4
Kiessling, et al. 1983 Alemania 35 20
Manners and Diapevven  Australia
1998 *NR 400
Arguedas, 1998 Costa Rica 68 349
Peterson, et al, 1993 USA 11.7 86.1

NR. No Reportado




Clasificacion de la artritis reumatoide juvenil

Actualmente existen tres escuelas o asociaciones que se emplean para clasificar a
niflos menores a 16 afos con artritis reumatoide crénica: el Colegio Americano de
Reumatologfa (ACR por sus siglas en ingles) 5 la Asociacion Europea Contra el
Reumatismo (EULAR) ¢ y la Asociacion Internacional Contra el Reumatismo

(ILAR) 7 (tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los tres sistemas para las artritis crénicas en nifios &

ACR (1997) JRA EULAR (1978) JCA ILAR (1997) JIA

Sistémica Sistémica Sistémica

Poliarticular Poliarticular Poliarticular RF-negativo

Pauciarticular JRA Poliarticular RF-positivo
Pauciarticular Pauciarticular: persistente
Artritis con extendida
psoriasis Artritis relacionada con psoriasis

Artritis relacionada con entesitis |

Otras

Segun diferentes consensos sobre la clasificacion de la artritis crénica juvenil es
posible emplear cualquiera de las tres formas de clasificacion de la artritis infantil

cronica.



El Colegio Americano de Reumatologia

La propuesta del ACR es un excelente criterio de clasificacion de la AR]J, ésta la
define como artritis juvenil persistente en una o mads articulaciones con una
evoluciéon no menor a seis semanas, los subtipos de la enfermedad son definidos
por los sintomas clinicos que se presentan en los primeros seis meses de evolucion.
El curso clinico de la ARJ es definido por lo que pasa después de los primeros seis

meses de enfermedad >

Subtipos de artritis reumatoide juvenil de acuerdo a los criterios de clasificacion
del Colegio Americano de Reumatologia.

Los tres principales subtipos de la AR]J estan basados en los sintomas clinicos de la
enfermedad y se dividen en a) pauciarticular u oligoarticular, b) poliarticular y ¢
sistémica. Al,,, 0s investigadores frecuentemente dividen a los subtipos

pauciarticular y poliarticular en dos subgrupos cada una (tabla 3) &

La base de datos de 800 enfermedades reumaticas en nifios que se encuentra en la
Universidad de UTA sugiere que el subtipo mas comun es el oligoarticular o
pauciarticular con aproximadamente el 55% de todos los casos, este subtipo es
diagnosticado en pacientes que tienen menos de cinco articulaciones inflamadas
durante los primeros seis meses de evolucidn (figura 1). Los individuos afectados
con este subtipo generalmente presentan inflamacion de las articulaciones grandes
de las extremidades inferiores como las rodillas y tobillos, un porcentaje
importante de estos individuos con ARJ pauciarticular sintetizan anticuerpos
antinucleares (ANA) y la mayoria de ellos desarrollan uveitis, la cual es el
principal problema clinico serio. El segundo subtipo es el poliarticular y representa
aproximadamente el 32% de todos los casos, este subtipo se caracteriza por
inflamacién en mas de cinco articulaciones dentro los primeros seis meses de
evolucion de la enfermedad (figura 2). Este subtipo incluye a pacientes con factor

reumatoide (FR) positivo y negativo, ambas formas afectan principalmente a nifas.



Los pacientes seropositivos al FR frecuentemente desarrollan poliartritis
tempranamente, mientras que los pacientes con FR negativo generalmente
desarrollan la artritis tardiamente en la nifiez y la adolescencia, los pacientes
seronegativos al FR tienen un prondstico variable. Este subtipo no tiene una gran
asociacion con el complejo principal de histocompatibilidad (CPH) o antigeno
leucocitario humano (HLA en humanos). El tercer subtipo es el sistémico, este
representa aproximadamente el 13%de los casos, ademéas s ha reportado que no
estd asociado con la edad, género o HLA, entre las caracteristicas cllnicas que
caracterizan a este subtipo s encuentran las manifestaciones extraarticulcues como

los picos altos de fiebre, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, serositis (figu ra 3)

910

/4

Se ha encontrado que los porcentajes en los tres subtipos de la ARJ son muy
similares en nifios de E.U.A., Canada y Reino Unido 1. En nuestro pais no s

conoce la prevalencia de cada subtipo de la AR].

Figura 1. Imagen que muestra el subtipo oligoarticular. Este subtipo presenta inflamacién
de una articulacién grande de la mano izquierda en una paciente con ARJ.
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Figura 2. Imagen de un pacientes con AR]J subtipo poliarticular. Este subtipo presenta
inflamacion de varias articulaciones, algunas veces la inflamacién se presenta de forma

simétrica.
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Figura 3. Imagen que representa al subtipo sistémico. Este subtipo se caracteriza por

manifestaciones extraarticulares.



Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los subtipos de artritis de acuerdo a los criterios
delACR

Subtipo Sintomas clinicos Subtipos Caracteristicas asociadas
Pauciarticular afectacion de 5 articulaciones edad temprana usualmente nifias, alta incidencia

0 menos durante los primeros de uveitis créonica, anticuerpos

seis meses de la enfermedad antinuclear (ANA) positivos

edad tardia usualmente nifios mayores a los 8

anos, alta incidencia de sacrolitis
HLA-B27 positivos

Poliarticular afectacion de 5 articulaciones factor reumatoide (- ) se presenta en las tltimas etapas
0 mas durante los primeros dela nifiez
seis meses de la enfermedad factor reumatoide (+) se presenta en las tltimas etapas
de la nifiez, se parece ala AR de
adultos
Sistémica picos de fiebre alta no aplicable

manifestaciones extraarticulares

Etiologia y patofisiologia de la AR]

La etiologia de esta enfermedad no estd clara, aunque existen varias evidencias de
un origen multifactorial o complejo, es decir, en esta patologia se sugiere la
participacion de multiples genes que tienen un pequeno efecto pero que de forma
aditiva y junto con los factores de riesgo que se encuentran en el medio ambiente
hacen que se desarrolle la ARJ 10,2. Entre los genes que se han asociado en esta
patologia se encuentran varios involucrados en los mecanismos de inmunidad e
inflamacién. Existen al,,, os reportes que sugieren que los niveles hormonales
anormales, trauma articular, infecciones virales o bacterianas, etc., estin
involucrados en la etiopatologia. Varios estudios han implicado a la infecciéon por
el virus de la rubéola como un agente causal de la AR]J, debido a que este virus

puede persistir en los linfocitos del tejido conectivo, se puede establecer un foco de

infeccion en la membrana sinovial que da como resultado una inflamacién crénica




13, sin embargo, estos resultados no se han podido reproducir en laboratorios de

investigacion 14.

La artritis reumatoide como enfermedad autoinmune

La AR] es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por inflamacién de la
membrana sinovial de las articulaciones diartrésicas. En esta patologia tanto las
células del sistema inmune innato como adaptativo reacciona contra tejidos
propios del individuo debido a una falla en la clonalidad de los linfocitos By T,
produciendo dafio celular. En AR] se han identificado clonas de linfocitos
autoreactivos que actian contra las células de la membrana sinovial de las

articulaciones 151s-

En condiciones normales las células presentadoras de antigenos profesionales
(CPAs) como las células dendriticas pueden capturar a antigenos, procesarlos y
presentarlos en su superficie, la células dendriticas tienen la capacidad de
presentar antlgenos tanto a las células T como a las B, esto es porque tienen en su
superficie moléculas de HLA clase I y II. Cuando la célula dendritica presenta el
péptido que va unido al HLA clase I puede activar, dilerenciar y proliferar a los
linfocitos T CD 8* citotéxicos los cuales van a destruir a las células infectadas con
virus o donde se estén sintetizando proteinas virales, proteinas bacterianas
intracelulares, etc. Por otra parte las células dendriticas sintetizan compuestos que
actian como coestimuladoras que sirven también para estimular la activacion,
maduracidn, diferenciacién y proliferacion de los linfocitos T CD 8*. De esta
manera los linfocitos T van a sintetizar varias moléculas como las interleucinas
(ILs), quimiocinas, etc, que estan involucradas en procesos inflamatorios e

inmunes.

Desde hace algin tiempo se conoce que anormalidades genéticas en ciertas

moléculas que codifican para el HLA estan asociadas al desarrollo de la AR]J.



Moléculas de clase I como el HLA-A2 estan asociadas a la aparicién temprana del
subtipo oligoarticular en nifias 17 El HLA-DRB1 *08 y *11, DQA1*04 Y *05, y
DQBI *04 estan asociadas con el subtipo oligoarticular persistente, el HLA-DRBI
*08 confiere riesgo al subtipo poliarticular FR negativo, y el HLA-DRBI *11
confiere riesgo al subtipo sistémico 1 A pesar de que el HLA se ha encontrado
asociado a la AR]J se ha calculado en pares de hermanos afectados que los genes
que codifican a moléculas del HLA sélo representan alrededor del 17 % de todos
los genes que pueden estar involucrados en esta patologia ¥ Esto sugiere que otros
loci que se encuentran fuera de la region de HLA estdn involucrados en el
desarrollo de la AR]. Estos genes que se encuentran fuera de la region del HLA

tienen un papel importante en la respuesta inmune y autoinmunidad 1*-

Artritis reumatoide y autoinmunidad

En el caso de la artritis reumatoide se han propuesto algunas hipotesis que tratan
de explicar el origen de esta enfermedad autoinmune. Una de ellas propone que
los linfocitos B autoreactivos pueden proporcionar sefiales para activar, estimular y
perpetuar la activacion de los linfocitos T CD4+, una molécula importante en esta
hipotesis es la IgM que representa al FR, cuando el FR se une a un antigeno X
(desconocido) hay una interaccion antigeno-anticuerpo. La fraccion cristalizable
(Fe) del FR que es la region conservada del anticuerpo se puede unir a un receptor
especifico para la fraccion cristalizable que se encuentra en las células B, esta
interacciéon media la endocitosis del antigeno desconocido en el citoplasma de la
célula B, entonces el antigeno es degradado y es presentado por el linfocito B
mediante el CPH clase 11, ademas junto con moléculas coestimuladoras producidas
por los linfocitos B pueden disparar el proceso de activacién, proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos T CD4*, los cuales una vez activados sintetizan una
gran cantidad de citocinas y quimiocinas que ayudan a perpetuar la activacién de

los linfocitos B autoreactivos (figura 4). Otra hipotesis propone que el FR puede
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interaccionar con proteinas del complemento como la C3d, una vez que
interacciona el FR/C3d, C3d puede unirse al receptor 2 del complemento y
estimular a los linfocitos B autoreactivos a que produzcan moléculas

coestimuladoras para la activacién de los linfocitos T (figura 4) 20

ﬁ Microorganismo X
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Figura 4. Modelo de auto-perpetuacion de los linfocitos B autoreactivos. Posible papel de
autoanticuerpos (FR) mediada por células B autoreactivas en la génesis de la AR.

Por otro lado, Fu-Dong Shi, y cols., plantearon otra hipdtesis, en la cual los
linfocitos T asesinos naturales (Natural Killer) y las células T autoreactivas tienen
un papel fundamental en el desarrollo de enfermedades autoinmunes 2! Dicha
hipotesis propone varios mecanismos por los cuales los linfocitos T NK pueden

modular a los linfocitos T autoreactivos tanto para estimular su activacién como su
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inhibicion. Entre las propuestas que implican a las células NK como parte

fundamental en el desarrollo de la autoinmunidad, son las si,_ , ientes:

g
La primera: propone que las células NK pueden producir protemas como citocinas
y quimiocinas que determinan la diferenciacion de las células T CD4 + virgenes a
células tipo Tttl o Ttt2 y de esta manera puede influir en el desarrollo de la
respuesta autoinmune. Por ejemplo, el INF)' y otras citocinas pueden regular a los
linfocitos T CD4* y diferenciarlos a células del tipo Tttl. Aqui se propone que las
células T autoreactivas ya existen, la segunda: las células NK y las células
presentadoras de antigenos (por ejemplo, las células dendriticas) pueden sinergizar
con la ayuda de moléculas coestimuladoras sintetizadas por los linfocitos T NK y
ayudar a la generacion de linfocitos T autoreactivos, y la tercera) los linfocitos NK
pueden promover directamente la generacion de linfocitos T autoreactivos a través

de moléculas coestimuladoras como OX40 0 2B4 (fi,, ra 5).

Las células NK promueven a las células T autoreactivas

@ Ny O

‘ Expresion de moléculas ‘

Figura 5 Papel de los linfocitos T autoreactivos en la genésis de autoinmunidad.
Hipotesis que proponen que los linfocitos T autoreactivos en interaccion con los linfocitos
NK pueden desencadenar una respuesta autoinmune.
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Se ha propuesto también que los linfocitos T NK pueden inhibir a los linfocitos T
autoreactivos, los modelos experimentales han proporcionado cierta evidencia en
donde los linfocitos T NK tienen un papel supresor en varias enfermedades
autoinmunes, a pesar de existir estas evidencias, los mecanismos que regulan estos
eventos son poco claros, aunque existen algunas evidencias que proponen lo
siguiente; 1) los linfocitos T NK pueden lisar a las células dendriticas autdlogas; 2)
los linfocitos T NK pueden lisar a las células T autélogas; 3) las células NK pueden
apagar la respuesta inmune mediada por células T mediante la sintesis de TGF-P y;
4) existen evidencias de que los linfocitos Ten estado proliferativo se pueden unir

a un gen supresor de tumor p21 e inhibir su activacién (figura 6) 2*

® o IL10
—oeolGFjo0

nduccién de poblaciones

de células T reguladoras

Figura 6. Papel regulador de los linfocitos T NK en autoinmunidad. Mecanismos
propuestos por los cuales las células T NK pueden inhibir la activacién de los linfocitos T
autoreactivos.



Actualmente se conoce bien acerca de las moléculas sintetizadas por las células de
la membrana sinovial inflamada que se encuentran en el liquido sinovial de
individuos con artritis reumatoide juvenil (ver figura 7) 22 La membrana sinovial
estd compuesta por tejido conectivo y como cualquier tejido conectivo estd
formado por diferente tipos de células como linfocitos B y T, macroéfagos,
adipositos, fibroblastos, etc. Varias evidencias experimentales han sugerido que los
fibroblastos juegan un papel fundamental en la producciéon de diferentes proteinas

implicadas en la inflamacién y destruccion del cartilago y el hueso.

Existen también evidencias de infiltracion de linfocitos T, monocitos y fibroblastos
a la membrana sinovial, sin embargo su papel en la sinovitis es controversia!. Se ha
observado que los fibroblastos en cultivo presentan propiedades muy interesantes
como una alta velocidad de proliferaciéon, pérdida de inhibicién por contacto,
expresion constitutiva de mRNA y proteinas, esas observaciones cambian la vision
de que los fibroblastos sélo mediaban la reparacion del tejido mediante sefiales

suministradas por monocitos y linfocitos (tabla 4) .

Por otro lado, se ha encontrado que también los linfocitos B juegan un papel
importante en el desarrollo de la artritis, ya que cuando se inyecta un anticuerpo
monoclonal dirigido contra una molécula de los linfocitos B (CD20) se reduce la
sintesis de IL-lp, INF1i, esto sugiere que las células B afectan la funcién de los
linfocitos T'y macrdfagos los cuales pueden generar una respuesta inflamatoria en

las articulaciones 24.
Ademas de las células implicadas en el desarrollo de la autoinmunidad, algunas

moléculas solubles como el TNF-a, IL-6, IL-1p, proteina C reactiva juegan un papel

clave en la destruccion de las articulaciones. Por ejemplo, el TNF-a y la IL-lp
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inducen la activacidon de enzimas que degradan la matriz extracelular, tales como

las metaloproteasas

; Fibblstos

Degradacion de la
m a triz extracelular

Membrana
sinovial

Seializacion y
proliferacion intracelular

e

Figura 7. Medio ambiente donde interaccionan células y moléculas del sistema inmune.
Las células de la membrana sinovial tienen un papel fundamental en la génesis de
moléculas proinflamatorias, angiogénesis y degradaciéon de la matriz extracelular.
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Tabla 4. Moléculas efectoras liberadas por fibroblastos de la membrana sinovial.

Moléculas efectoras funcion
> IL-8, TGF-p, PDGF, GM-CSF, G-CSF, FGF, Angiogénesis
VEGF,EGF.
> IL-8, IL-16, MCP-1, MIP-1, MCP-la Quimiocinas

> IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-15, UF,
PDGF, MIF, GM-CSF, TRX

> p55 TNFR, p75 TNFR, IL-10

> PGEj, ,0lagenasa, estromelisina, gelatinasa
De 92 kDa, catepsina B, Ly K

> TIMP, TGF-B, IL-11

> RANKL, VEGF

> TGF-B, BMP-2

Citocinas pro-inflamatorias

Citocinas anti-inflamatorias
Degradacion de la matriz
Inhibicién de la degradacion
de la matriz
Osteoclastogénesis

Formacion del hueso

Ia ARJ como ejemplo de enfermedad compleja o multifactorial.

La AR] es una enfermedad compleja y de etiologia multifactorial donde

intervienen tanto los factores genéticos como ambientales para su desarrollo. Las

enfermedades complejas a diferencia de las monogénicas o mendelinas no

dependen de un solo gen para que desarrolle la enfermedad sino de varios genes

(poligénica) que de forma aditiva interactiian y pueden producir AR], sélo que en

estas enfermedades la contribucion de cada alelo es frecuentemente pequefio y

dificil de detectar.
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Frecuentemente, los genes especificos involucrados en la patologia pueden variar

entre dos personas que sufren fenotipos similares, fenémeno denominado

heterogeneidad del locus. Un factor adicional de confusién en el estudio de las

enfermedades complejas es la expresividad variable. La expresividad variable se

refiere a diferencias en la gravedad de la enfermedad en diferentes individuos con

el mismo genotipo. Por otro lado los factores ambientales son muy importantes

para que desarrolle la enfermedad, de hecho en algunos casos pueden causar

fenocopias de una enfermedad. En el caso de las enfermedades complejas los genes

involucrados en la enfermedad se denominan genes de susceptibilidad mas que

genes causales de enfermedad (tabla 5) 2525

Tabla 5. Caracteristicas de enfermedades multifactoriales

Caracteristicas

Descripcion

Influencia multifactorial

Poligénica

Heterogeneidad genética

Heterogeneidad fenotipica

Variabilidad de la enfermedad

Contribucion genética y ambiental para el
desarrollo de la enfermedad

El efecto de muchos genes contribuyen a la
enfermedad

Diferentes genes y diferentes alelos del mismo
gen pueden contribuir al desarrollo de un
mismo fenotipo

Gran variedad de fenotipos clinicos

La gravedad y por lo tanto el subtipo de la
enfermedad puede variar entre los individuos
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H componente genético en la ARJ

En 1897 Sir George Frederic Still's reconoci6 la heterogeneidad en la expresion
clinica de la arhitis, el la denomindé como "una enfermedad crénica de las
articulaciones que se presentaba en niflos" Z* Hasta ese momento no se conocia
nada acerca del componente genético en la enfermedad. Al,, nos estudios mas
recientes han aportado evidencias de que los factores genéticos juegan un papel

muy importante en el desarrollo de esta patologia.

Estudios que evidencian la participacion de los factores genéticos en la ARJ

Los estudios en gemelos y en familias han sido muy importantes para determinar
el componente genético en la artritis reumatoide juvenil. Se ha demostrado una
alta concordancia de la enfermedad en los gemelos monocigotos (MC) comparado
con los gemelos dicigéticos (DC), estos datos dan evidencias de una base genética
en la enfermedad ¢ Se ha propuesto por diversos estudios que la concordancia en
gemelos MC es del 30 - 40% 282 y se ha estimado que el riesgo que tiene un
gemelo MC es de 250 - 400 veces mas de probabilidad de desarrollar AR] que
cualquier individuo de la poblacién general. Dichos estudios en gemelos han
proporcionado evidencias fuertes de que los factores genéticos contribuyen a la

susceptibilidad a desarrollar ARJ.

En Estados Unidos se ha estimado que existen aproximadamente 300 familias que
tienen mas de un hijo afectado con AR]J 3 Se ha observado que la AR] en pares de
hermanos afectados tiene una contribucién genética muy importante que influye
en su desarrollo. En la base de datos de Estados Unidos se reporta en los pares de
hermanos afectados una alta concordancia en el sexo, subtipo y curso de la

enfermedad 31°
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Aunque los gemelos y los pares de hermanos con AR] se han descrito
frecuentemente, familias con multiples hijos afectados con ARJ solo rara vez han
sido reportadas. Se ha calculado que el riesgo de recurrencia de un individuo que

tiene hermanos afectados es de 30 veces mayor que el de la poblacion general 3233,

Aunque no hay reportes de calculos de heredabilidad en nifios con AR]J, en adultos
se sabe que la heredabilidad es de aproximadamente el 60 %, en otras palabras es
mayor el papel que juegan los factores genéticos en el desarrollo de la AR que el

que juega el medio ambiente

Estrategias para la identificacion de los factores genéticos en la AR]

Actualmente se conocen varias estrategias que se emplean como herramientas
moleculares para la busqueda de genes en enfermedades como la AR]. Sin
embargo, dos de las estrategias mas ampliamente usadas para la identificacion de
los genes involucrados en dichas patologias son los estudios de ligamiento
genético y los de asociacion alélica. Ambas estrategias son muy importantes para
identificar genes involucrados en distintas patologias mendelianas y complejas

incluyendo la ARJ 34

Estudios de ligamiento

Son un recurso valioso para identificar genes que tienen una asociacion causal con
el fenotipo o enfermedad de interés. El ligamiento se refiere a las posiciones de los
loci en el mismo cromosoma y se habla de ligamiento cuando los alelos de dos loci
son transmitidos juntos en la siguiente generacion debido a su estrecha
proximidad. Los genes que estan en el mismo cromosoma presentan un cierto
grado de ligamiento que puede ser desde muy importante hasta nulo. El
ligamiento depende de la distancia con la que se encuentren los genes, secuencias
de DNA, marcadores genéticos, etc., mientras mds cerca se encuentren tendran

mas posibilidades que pasen de una generacidn a otra ya que el caracter variable
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del ligamiento s debe a la recombinacion meidtica de los cromosomas y la
recombinaccion de dos loci es inversamente proporcional a su proximidad. Asi, los
estudios de ligamiento permiten determinar si un marcador genético y el gen que
predispone a la enfermedad se encuentran fisicamente ligados mediante el analisis

de cosegregacion del marcador y el fenotipo de la enfermedad.

Estos estudios s realizan en pedigris extensos o en individuos relacionados (sb
pair analysis) (figura 8). Por lo tanto, en los estudios de ligamiento los alelos en los
dos loci aledafios generalmente se transmitan juntos a la siguiente generacion, por
lo tanto un ligamiento positivo sugiere la cercania de un locus de un marcador
genético (conocido) con el locus del fenotipo o enfermedad de interés
(desconocido), esto finalmente le permite al investigador determinar la ubicacion
cromosémica del locus que produce el fenotipo o enfermedad. Un aspecto
importante de los estudios de ligamiento es que se requieren de pedigris extensos
ya que la cosegregacion de un alelo especifico del marcador con el locus de la
enfermedad solo se observar dentro de una misma familia, aunque puede variar en
familias no relacionadas, ya que otros alelos del marcador pueden cosegregar con
la enfermedad. Por lo tanto, los estudios de ligamiento crean asociaciones dentro
de la familia pero no necesariamente entre familias (figura 8y 9)35, 3% Si s estudia
un numero grande de familias y no se observa una asociacion preferencial entre el
gen de la enfermedad y un alelo especifico de un locus marcador, se dice que
ambos loci s encuentran en equilibrio de ligamiento. Por ejemplo, si existen dos
loci estrechamente ligados con dos alelos cada uno (A, aen el locus 1y B, ben el
locus 2), entonces existen 4 posibles haplotipos (combinaciones de 2 o mas
marcadores en un mismo cromosoma) que tienden a pasar juntos a la siguiente
generacion: AB, Ab, aB, ab. Estos s transmitiran al azar dentro de las familias, sin
embargo, a veces s observa s que la cosegregacion de estos haplotipos es mayor a

la esperada por simple azar y entonces s dice que se encuentran en desequilibrio
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de ligamiento. El desequilibrio de ligamiento se mantiene en pequefias regiones

gendmicas de aproximadamente 5000 - 50 000 pares de bases

Los estudio de ligamiento emplean aproximadamente 350 marcadores altamente
polimoérficos  distribuidos en todo el genoma, cada uno separado por
aproximadamente 10 millones de pb, con esta estrategia es posible rastrear a un
marcador que se encuentra estrechamente cercano al locus que produce la
enfermedad, de manera que uno de sus alelos pudiera estar ligado a él, a esta
estrategia se le denomina andlisis amplios o extensos del genoma (genome-wide

screen) 3.

El empleo de marcadores moleculares como los VNTR (repeticiones en tamdem de
nimero variable) y STRs (repeticiones cortas en tamden) en los estudios de
ligamiento incrementaron drasticamente el descubrimiento de genes involucrados
en diversas enfermedades 35 El ligamiento se suele reportar como logaritmo de
odds (LOD) score que mide la probabilidad de dos loci se encuentren ligados entre
la probabilidad de que no lo estén, valores positivos de LOD son evidencia de
ligamiento (cosegregacion) y valores negativos de que no estdn ligados. LOD score

de 3 0 mas son sugestivas de ligamiento 3

Debido a que la ARJ es una enfermedad compleja y multifactorial donde multiples
genes proporcionan efecto aditivo en su etiologia, los estudios de ligamiento han
contribuido muy poco en la identificacion de los factores genéticos involucrados en
su etipatogénesis, a diferencia de las enfermedades monogenéticas, donde han sido
muy exitosos en el mapeo de genes como el de la fibrosis quistica, esclerosis lateral

amiotropica, etc.
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Otro ejemplo en los cuales los estudios de ligamiento poco han podido hacer lo
muestran los estudios basados en familias en donde un tamafio limitado de
pedigris puede afectar los resultados. De hecho muchos estudios de ligamiento no
han podido ser replicados debido a que carecen de poder estadistico (por el
tamafio de muestra), aunque también puede ser que diferentes genes de
susceptibilidad operan en diferentes poblaciones ¥3°_Cuando el ligamiento ha sido
confirmado, entonces se buscan genes potenciales que se encuentran en la region
gendmica que dio positivo al ligamiento, en las enfermedades complejas el
ligamiento generalmente es grande, a veces hay que buscar un gen (es) en una
region de 20 - 30 millones de pares de bases, la cual puede contener dependiendo
del cromosoma entre 500 - 1000 genes 37, de hecho actualmente hay marcadores
genéticos mas abundantes que los VNTRs y STRs, los polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs) que se emplean para realizar estudios mas detallados en la

region que dio ligamiento (fi,, ra 10).

Por ejemplo, se ha encontrado ligamiento entre AR] y la regiéon de HL A ubicada en
el brazo corto del cromosoma 6 con un LOD score de 226; también se han
identificado otras regiones cromosomicas dentro del genoma humano como la
1p36, 19p13, 20ql3. En particular para el subtipo poliarticular que se presenta
tempranamente en individuos con AR]J, se encontr6 al locus 7qll como region de
susceptibilidad. Sin embargo, a pesar de estas evidencias experimentales ;cémo
podemos buscar cual es o cuales son los genes involucrados en la susceptibilidad a
desarrollar AR]J o cualquier otra enfermedad compleja a través de miles de pares

de bases? 4.
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Analisis de ligamiento en pares de hermanos afectados

Figura 8 Los anélisis de ligamiento en familias. Estos estudios son un recurso valioso
para identificar genes que tienen una asociacién causal con d fenotipo o enfermedad de
interés, estos andlisis s realizan en familias extensas o en pares de hermanos afectados.

Los estudios de asociacion alélica
A dilerencia de los andlisis de ligamiento, los cuales escanean todo el genoma o
/

una region grande del génoma, los estudios de asociacion se emplean para estudiar
pequefias regiones Y/ o segmento del genoma. Este tipo de estudios han resultado
excelentes para identilicar genes ubicados en las regiones genémicas que han dado
ligamiento en diversas enfermedades, con estos estudios se pueden identilicar
regiones cromosomicas pequefas, ademas de genes de pequefio efecto en la
enfermedad. Este tipo de disefio se puede realizar en a) casos y controles y, b)
basados en familias; padres e hijo afectado o pares de hermanos afectados. En el
primer caso se analizan enfermos (casos) e individuos sanos (controles) no
relacionados y se compara la frecuencia de marcadores polimoérficos en ambos
individuos, si la frecuencia del alelo especifico del marcador se encuentra en mayor
frecuencia en los casos que los controles, con un poder estadistico mayor a 08

entonces decimos que marcador esta asociado a la enfermedad (tabla 6).

v
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Analisis de asociacion

Casos Controles
A 55 75
A 45 25

Tabla 6 Ejemplo de tabla de contingencia de dos por dos de los datos obtenidos
de casos y controles. Estas tablas comparan las frecuencias alélicas y genotipicas
de los casos y los controles.

La se,,nda estrategia en los estudios de asociacion esta basada en familias, a
diferencia de los estudios caso-control aqui se evitan o se rechazan las asociaciones
debido a estratificacion poblacional (subgrupos en las poblaciones que pueden
tener un marcador mas frecuente de lo que esperamos dando falsas asociaciones).
Un método ampliamente utilizado en este tipo de estudios es la prueba de
desequilibrio de transmision (TDT por siglas en ingles), esta prueba compara la
frecuencia con la cual los padres heterocigotos transmiten un alelo especifico de un
marcador bialélico o su forma alterna a su hijo afectado. Si el marcador bialélico se
encuentra en desequilibrio de ligamiento con el locus de la enfermedad o este tiene
un efecto directo en la susceptibilidad en la misma, se observara una significativa

desviacidn de la frecuencia de transmision esperada en cualquiera de los dos alelos

(fiy,ra9 =
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Prueba de desequilibrio de transmisién

Ap
2/2 1/2

Figura 9. Prueba de desequilibrio de transmision (TDT). Este es un estudio de asociacién
basado en familias que s realiza para evitar problemas de estratificaciéon poblacional, los
requisitos son: padres e hijo afectado.

Causas de asociacion
Se conoce que la asociaciéon se puede deber por a) efecto directo del marcador, b)

desequilibrio de ligamiento y c) estratificacion de la poblaciéon.

a) Efecto directo del marcador alélico en estudio. En algunas ocasiones el
polimorfismo estudiado en ciertas enfermedades es la causa directa de asociacién

por estar involucrado en la susceptibilidad a la enfermedad.

b) Desequilibrio de ligamiento. La asociaciéon puede ser debida no al polimorfismo
que se esta estudiando sino a otro polimorfismo que este cercano a él y sea el

verdadero causante de la susceptibilidad.
¢) Estratificacion poblacional. Muchas poblaciones presentan subgrupos que no se

mezclan, esto puede condicionar a que tanto la enfermedad como algunos

marcadores alélicos podrian ser mas comunes entre los individuos de los
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subgrupos. Cuando se presenta este fenomeno los estudios pueden dar falsos

positivos o falsos negativos 35

i et

11. Familia
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D O D microsatélites
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Figura 10. Uso de polimorfismos en la identificacion de genes asociados con
enfermedad. En los estudios de ligamiento y asociaciéon se emplean STRs y SNPs para
identificar marcadores genéticos asociados a una enfermedad. Estas estrategias se puede
realizar tanto en familias como en poblacién general, estos estudios nos proporcionan
evidencia de los genes o variantes génicas que pueden estar involucrados en

enfermedades monogénicas o complejas.
7
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El genoma humano y los estudios de asociacion

Gracias a la secuenciacién completa del genoma humano se pudo conocer la
distribucion exacta de los genes en los cromosomas 4> también se conocieron
cuales eran la variantes mas comunes en el genoma. Las dos variantes mas
comunes son los STRs y los polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs. De
hecho, dos individuos cualquiera comparten el 999 % de su genoma, el resto
(01 %) representa la variabilidad de cada individuo. Los SNPs son los principales
marcadores genéticos que representan la variabilidad entre individuos y son
cambios en un solo nucledtido en la misma posicion de un cromosoma en
diferentes individuos 42, de hecho en Julio del 2005, el nimero de SNPs que se
conocian en el genoma humano excedia a los 10 millones. Aunque muchos SNPs
individuales llevan informaciéon limitada, la facilidad para estudiarlos los ha

llevado a ser el blanco de muchos estudios de epidemiologia genética 43-

Los SNPs se han encontrado distribuidos a través de todo el genoma humano, esto
ha resultado en grandes avances en la determinacion de marcadores polimorficos
en las enfermedades comunes, de hecho actualmente los SNPs son los marcadores
mas comunmente empleados en los andlisis de asociacion. Se estima que se
encuentran aproximadamente cada 300 - 500 bases o menos lo cual lleva a la
posibilidad de que existan entre 10 y 20 millones de ellos distribuidos a través de

todo el genoma 44 -47_
La importancia de los estudios genéticos con SNPs se debe a lo siguiente:
a) Los SNPs son heredados de forma mendeliana de una generacion a otra, de esta

manera se puede estudiar la evolucion de las especies, ademas de las poblaciones 4

b) Los SNPs pueden ser los responsables de causar susceptibilidad a padecer

enfermedades comunes ya que pueden alterar la secuencia de DN A en una region
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codificante o reguladora, la funcién de la proteina, su estabilidad, los sitios de

splicing, etc. 45.48

e) Finalmente, los SNPs se pueden emplear para los estudios de ligamiento y

asociacion 36. Estos marcadores presentan al_ = as caracteristicas importantes como

gun
por ejemplo la mayoria de ellos son bialélicos, son muy abundantes en el genoma,
tienen baja tasa de mutacion, son faciles de genotipar con medios automatizados y

no se requiere de una gran cantidad de DNA para su analisis (figura 11) 4.

Figura 11. SNPs. Los SNPs en el genoma humano representan la principal variacién entre
individuos, estos SNPs se estdin empleando actualmente como marcadores de
susceptibilidad en diferentes enfermedades complejas incluyendo AR]J.

Los SNPs en los estudios de ligamiento y asociacion

Actualmente tanto en los estudios de ligamiento como en los de asociaciéon se
emplean los SNPs para buscar genes y variantes alélicas involucradas en la
susceptibilidad o proteccion de ciertas enfermedades, incluyendo a la AR]J % 43 Por
ejemplo, Amos y cols., publicaron un estudio de ligamiento escaneando el genoma
completo con 5 700 SNPs, este estudio estuvo basado en pares de hermanos

afectados con artritis reumatoide de 642 familias 4 Los resultados mostraron
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evidencia de ligamiento en los cromosomas 2q33 y 11p12 con un LOD score de 3.52
y 3.09, respectivamente. Ademads otra regiéon cromosdmica que mostrd evidencia de
ligamiento fue la del HLA (LOD 16), lo cual corrobora nuevamente que esta es un
region de ligamiento importante en la AR. Otros cromosomas encontrados ligados
a la enfermedad en este estudio se ubicaron en el cromosoma 5y 10 con un LOD de

2.5 49.

Aunque se ha encontrado ligamiento y asociacién con la region del HLA que se
ubica en el brazo corto del cromosoma 6, en esta regidn se encuentran
aproximadamente 200 genes, muchos de los cuales tienen un papel importante en
los procesos inmunes incluyendo a los genes que codifican a proteinas del HLA 10,
las evidencias experimentales indican que esta regién gendmica sélo contribuye
con el 17 % en el desarrollo de la AR] 18 Por lo que regiones no HLA representan el

resto de factores genéticos asociados a la susceptibilidad a desarrollar ARJ 1*-

Otros estudios han identificado varios SNPs en genes que codifican proteinas del
sistema inmune del tipo Thl y que estan involucrados con los procesos pro-
inflamatorios como ILla 3% el gen que codifica al factor inhibidor de la migracion
de los macréfagos (MIF) 51 CCL5 que codifica a una citocina quimioatrayente 52 la
IL-6, la cual se ha encontrado asociado al subtipo sistémico > el gen CTLA-4 que
codifica a una proteina de superficie celular importante en el mantenimiento de la
tolerancia periférica 12 PTPN22 que codifica una fosfatasa intracelular 54 TNF alfa
que codifica a una de las principales proteinas proinflamatorias 55 etc. Es
importante considerar que la asociacion de estos SNPs a la artritis no ha sido

reproducible en todas las poblaciones.
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Antecedentes de los genes estudiados y sus SNPs: IL-la, CCLS, IKBL, TAPBP.

IL-1a

1. Funcion.

Las interleucinas (ILs) son un grupo de pequefas proteinas producidas por
diversos tipos celulares que depende de ciertos agentes estimulantes s6. Existen tres
miembros de la familia de ILI: 1L-la, IL-lp y el antagonista del receptor de IL-1.
La interleucina 1 (IL-1) es una citocina con un potente efecto proinflamatorio e
inmunoregulador (figura 12a), que es secretada por linfocitos B, T y NK,

monocitos/macrofagos, macrofagos alveolares activados, neutroéfilos se-ss-

La proteina IL-la tiene un peso molecular de 306 kDa y esta compuesta por 271
aminodcidos (figura 12 b). Se ha demostrado que la IL-la estd sobreexpresada en el
plasma, en el liquido y la membrana sinovial de pacientes con artritis y en piel de
pacientes con artritis psoriasica. La IL-la se ha implicado en la destruccién de las
articulaciones, en un estudio con ratones trasngénicos, el gen de la IL-la de
humano provocéd destruccién del cartilago y hueso de las articulaciones, por otro
lado, se ha sugerido un papel importante de la IL-l1a en la autoinmunidad 35%!-
Ademas, la IL-1a induce la expresion de varios genes que codifican para citocinas
proinflamatorias y citocinas quimiotacticas (quimiocinas), factores de crecimiento

hematopoyético, etc. %

11. Gen 'y SNPs en el gen de IL-la asociados a artritis reumatoide

El gen de la [Lla se encuentra ubicando en el brazo largo y en la banda 12-21 del
cromosoma 2 (2pl2) 62 estd compuesto de 7 exones y contiene 104 kb. El RNAm
comprende 2943 bases ¢ En este gen se han identificado 89 SNPs, uno de los
cuales se localizd en la region S' en la posicion - 889 (- 889 C/T) asociado a AR e3-
Se ha observado que este SNP influye en la expresion de la IL-1a (figura 13) & Un

estudio realizado en pacientes con AR mostr6 que ciertos alelos de la IL-1a pueden
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contribuir a la erosion del hueso, sin embargo, no existe ningun estudio de

ligamiento que proporcione evidencia de que este locus este involucrado en esta

patologia 6s.

a) Funciéon de b IL-1a
IL-1. TNF

n:832/36
Fosforilacion de B s19123
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Figura 12. Estructura y funcion de la IL-1. La IL-1 es una pequefia proteina que tiene como
funcién expresar genes involucrados con la inflamacién .

31



El gen de IL.-1a estd compuesto por 7 exones y 6 intrones

2q13-14
pe 10.4 pb
(Yan-z =" ; — pa—
CCAGGCAACACEfCATTGAAGG
89 SNP's

-889 crr

AlJ pauciarticular

Figura 13. Ubicacién gendmica y constitucion genética de la IL-la. A lo largo del gen de
IL-1a hay 89 SNPs, uno de ellos reencuentra en la posicién - 889 C/T.

111. Epidemiologia molecular del gen de IL-la

Existen varios estudios de casos y controles que han identificado al SNP - 889 C/T
como alelo de riesgo a AR, estos reportes han sido publicados por diferentes
grupos Ingleses 66- 67 En uno de los estudios la variante T estuvo asociado al
subgrupo pauciarticular de inicio temprano, el OR fue de 2.1 . sin embargo en
otro estudio la variante C fue la asociada con artritis psoriasica 5 Por otro lado,
otros investigadores de otras poblaciones usando otras cortes de pacientes con AR]J
no han podido replicar la asociacién con este SNP 67-6s. Por lo que los resultados

han sido controversiales.
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Quimiocinas y CCLS (RANTES)

1. Funcién.

Las quimiocinas son pequeflas proteinas que actian como quimioatrayentes
facilitando la migracién y degranulacion de los leucocitos, ademas de promuever

la activacion de moléculas adhesion como las integrinas y la angiogénesis (fi, , ra

gul
14) 6% Las citocinas quimiotdcticas se han involucrado en la fisiologia y
patofisiologfa de varios procesos inflamatorios a,, dos y cronicos, ya que atraen y
estimulan la migracion de diversos sub,,, pos de leucocitos, como los neutrofilos,
células T, eosindfilos y monocitos a los sitios de inflamacién (figura 15) 5,073 Hay

diversas evidencias que sugieren que las quimiocinas juegan un papel importante

en el desarrollo y progresion de las enfermedades autoinmunes.

La CCLS es un quimiocina que se caracteriza por la presencia de 2 cisteinas
adyacentes (C - C), esta pequena proteina tiene un peso molecular de 10 kDa y esta
formada por 91 aminodcidos 62+ , su expresion es inducida en varios tipos
celulares incluyendo a macréfagos, células dendriticas, linfocitos y células
endoteliales 7575, y su funcién consiste en atraer a las células que expresen
receptores para CCLS (CCRS) como las células T activadas y de memoria,
monocitos, macrofagos y células dendriticas inmaduras a los sitios de inflamacion
678 La expresion de CCLS mediada por células dendriticas puede favorecer la
expansion de células del tipo THI ™ Al,, , os estudios recientes han demostrado
que CCLS se expresa en mayor cantidad en las articulaciones inflamadas de

pacientes con artritis juvenil que en sangre periférica (figura 16 a) 8

Pharoah y cols., encontraron altos niveles de la proteina CCLS en las células de la
membrana sinovial, y mediante inmunohistoquimica identificaron la proteina en el
endotelio de las membranas sinoviales de pacientes pediatricos con artritis (fi,, ra
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Figura 14. Funciones de las quimiocinas. Las quimiocinas cumplen diversas funciones
importantes en el sistema inmune, como a) quimioatrayentes de células T a los sitios de
inflamacién, b) degranulaciéon de productos de inflamacién de leucocitos por medio de
diferentes inductores, ¢) algunas quimiocinas inducen la expresion de genes de adhesinas,
etc. d) algunas quimiocinas estan involucradas en la angiogénesis.

Figura 15. Microscopia electronica de neutrofilos. Cambio morfolégico de un neutréfilo
antes y después de la estimulaciéon con quimiocinas.
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Figura 16. Expresion de mRNA y proteina CCLS en individuos con AR]. Q) mRNA de
CCLS de sangre periférica y liquido sinovial de pacientes con artritis infantil,
b)concentracién de proteina CC15 en pacientes y controles en plasma y liquido sinovial ¢
expresion de la proteina CC15 en el endotelio de tejido sinovial y d) inflamado.

11.GenCCLS

El gen que codifica para la quimiocina CCLS se localiza en la banda 11 del brazo
largo del cromosoma 17 (17qll) € Este es un gen pequeiio de 88 kb que esta
constituido por 3 exones. El producto del gen es un mRNA de 1227 bases 62 La
base de datos de NCBI (Centro Nacional de Informacidon Biotecnoldgica por sus
siglas en ingles) indica que hay 55 SNPs a través de todo el gen incluyendo

promotor, intrones y exones.
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Un grupo Japonés identifico dos SNPs en la region promotora que resultaron muy
importantes en la regulacion del gen CCLS ya que alteran la expresiéon de dicho
gen, estos SNPs se encuentran en la posiciéon - 28 C/G y en - 403 G/A (figura 17)
81* En este estudio se analizo el efecto que tienen estos SNPs en la expresion del gen
en pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) tipo 1,
ellos observaron que los SNPs - 28 Gy - 403 A conducen a la sobreexpresion del
gen, lo que conlleva a la atraccidon de varias células del sistema inmune. En el caso
de los pacientes infectados por el VIH, estos polimorfismos tienen un efecto
protector debido a que el virus interactiia con CCR5, el receptor de CCLS. En este
estudio también se realizaron transfecciones a lineas celulares con algunas
construcciones que llevaban diversos haplotipos de CCLS y se logré6 documentar
que algun os de los haplotipos tenian mayor efecto en la sintesis de la quimiocina

(ﬁgu ra 18) 8L.

A
CCTTCCATGGATGAGGGAAAGGAGGTAAGATCTGY AATGAATAAGCAGGAACTTT GAAGA -368
-403

CTCAGTGACT CAGTGAGTAATAAAGACTCAGTGACTTCTGATCCTGTCCTAACTGCCACT -308
-4 RA2R

CCTTGTTGTCCCCAAGAAAGCGGCTTCCTGCTCTCTGAGGAGGACCCCTTCCCTGGAAGG -248

TAAAACTAAGGAT GTCAGCAGAGAAATTTTTCCACCATTGGTGCTT GGTCAAAGAGGAAA -188
CTCATIAGL T GACTCTAGATGAGAGAGCAGTGAGGGAGAGACAGA . GACTCGAATTTCCGG -128

SacI
AGGCTATTTCAGTTTTCTTTTCCGTTITGTGCAATTTCACTTATGATA . CCGGCCAATGCT -68
° IL-6 CCAAT
G
" TGG1TGCTATTTTGGAAACTCCCCTTAGGGGATGCCCCT CAACTGGCCCTATAAAGGGCC -8
NF kB NFkB TATA

f start of transcriptian
AGCCTGAGCTGCAGAGGATTCCT GCAGAGGATCAAGACAGCACGTGGACCTCGCACAGCC 53
TCTCCCA&I TACgATGAAGGTCTCCGCGGCAGCCCTCGC TGTCATCCTCAT GCTACT 113
Kpnl -—— RA3
GCCCTCTGCGC 124

Figura 17. Parte de la secuencia del promotor de CCLS. En esta secuencia se muestran los
dos SNP - 28 C/G y - 403 G/ A ubicados a partir del sitio de inicio de la transcripcién y
que previamente fueron identificados y asociados con algunas enfermedades
autoinmunes. Se muestra también la secuencia consenso para NF - kp cercana al SNP - 28
C/G.
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Figura 18 Transfeccién en las lineas celulares SW480 y U937 con haplotipos del SNP -
28 C/G y - 4083 G/A. Esta imagen muestra el efecto funcional de los SNPs en k expresion
del gen CCLS.

111. Epidemiologia molecular del gen CCLS

Dos SNPs previamente identificados y analizados en pacientes con HIV-1
mostraron que influian en la expresion del gen CCLS 8! Actualmente se han
analizado el SNP - 28 C/G y - 403 G/A del gen CCLI en diferentes
enfermedades y en diferentes poblaciones. Este gen ha sido analizado
principalmente por poblaciones Asiaticas como la Japonesa, la China y la
Taiwanesa en enfermedades autoinmunes como el Lupus Eritematoso Sistémico de

adultos & e infantes &3y la AR de adulto &

En este dltimo estudio, Wang y cols., analizaron ambos SNPs ( - 28 C/Gy - 403
G/A) de la regién promotora del gen en una corte de 151 pacientes con AR (121
mujeres y 30 hombres) y 149 controles (113 mujeres y 36 hombres), sin embargo el
que mostro diferencias estadisticamente significativas y asociacion fue el SNP - 403
G/A, el genotipo A/A fue encontrado en mayor frecuencia en la poblacion
estudiada (OR 3.3, IC: 14 - 7.9, p 0.005) y la frecuencia alélica de A también mostr6

diferencias estadisticas significativas (p=0.024) &
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Inhibidores kp e IkBL

l. Funcion

Los inhibidores del factor de trascripcion NF-kp (Ikps) son proteinas conocidas
como reguladoras de la actividad del factor nuclear kp (NF- kp) ya que ambas
proteinas forman un complejo en el citoplasma. Las Ikps pertenecen a una familia
de proteinas que incluyen lkpa, I kpp, Ikp€, lkpy, Bcl3, p105, pll0 y la recién
descrita IkpL sss7. Las proteinas de esta familia se caracterizan por presentar
dominios repetidos de ankirina los cuales estan involucrados en la interaccion
proteina - proteina 8 El inhibidor mejor caracterizado de NK- kp es Ikpa. Esta
proteina se une con gran avidez a la subunidad p65 (RelA) de NF- kp a través de
los dominios de ankirina **- Durante la activacion de NF - kp numerosos estimulos
incluyendo los de la ILl1 y TNFa activan al complejo de protein-cinasas de Ikps
(IKK) que fosforilan a Ikpa en los residuos 32 y 36 de serina ubicados en el
dominio amino terminal. La fosforilacién es necesaria para iniciar la degradacion
de Ikpa, esta fosforilaciéon hace que la Ikpa sea ubiquitinada y sea rdpidamente
degradada por la via no lisosomal (complejo proteolitico 26S ATP-dependiente
compuesto de un proteosoma de 700 kDa). La fosforilacion de Ikpa permite la
liberacién y transmigraciéon de NF - kp al nucleo de la célula, finalmente cuando
esto sucede entonces NF-kp comienza a transcribir varios genes importantes del

sistema inmune innato y adaptativo como la IL-6, IL-1, TNFa (figura 19) #7+*-

IkpL (Inhibidor parecido a Ikp) es una proteina con peso molecular de 38 kDa y
esta formada por 381 aminoacidos. Aunque no se conoce su funcion se sabe que es
muy similar a la secuencia de Ikpa. Reportes recientes indican que IkpL tiene una
diferente localizacion subcelular con respecto a Ikpa. La secuencia de aminoacidos
deducida del gen IK{JL contiene dos repetidos completos y uno parcial de ankirinas,
seguida de una regién acida muy similar a las proteinas que son miembros de la

familia de inhibidores kp 9,
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B. Via alternativa de NF-kp

A. Via clasica de NF-kp

NF - kp, los inhibidores kB median la expresion de NF-kB, estas regulan su translocacién

Figura 19. La regulacién de NF - kp. Varias proteinas como cinasas de los inhibidores de
al nucleo celular y la transcripcion de genes involucrados en procesos inflamatorios.
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II. Genlkf3L

El gen IKfL se encuentra en el brazo corto banda 21.3 del cromosoma 6, esta
formado por 11.2 kb y consta de 4 exones y 3 intrones. El producto del gen es
sintetizado en un RNAm de 1463 bases. A lo largo del gen se han identificado 64
SNPs 62:

Varios estudios de ligamiento y asociacion han identificado que la regiéon de HLA
es muy importante para el desarrollo de varias enfermedades autoinmunes
incluyendo a la AR]J. La region del HLA no solo contiene genes de clase Iy II sino a
otros con relevancia inmunoldgica. Aunque frecuentemente existen discrepancias
en los estudios de ligamiento para la busqueda de loci involucrados en las
patologias, la region de HLA se ha mantenido como el principal locus de
susceptibilidad a desarrollar AR de adulto y de infantes, el gen /kfJL se encuentra

en la region de HLA y se ha encontrado asociado a la enfermedad 87. 9294

Epidemiologia del gen Ikf3L

Gracias a la secuencia completa del genoma humano ahora se sabe que el gen IKflL
tiene distribuidos a través de su secuencia de DNA 66 SNPs y algunos de ellos han
sido analizados en algunas enfermedades en varias poblaciones, por ejemplo los
SNPs ubicados en la region promotora - 262 A/G y - 62 T/ A han sido analizados
mediante estudios de casos-controles en una corte de 124 pacientes con diabetes
tipo 1 en poblacidon Japonesa mostrando asociaciéon con esta enfermedad °! por
otro lado en esta misma poblacion se ha documentado que el SNP - 62 de IKBL es
un alelo de susceptibilidad para AR (OR 2.08, IC: 141 - 3.07, p=0.0088) 87. estos

resultados fueron replicados en poblacion Taiwanesa 87.9s.
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Proteina de unién al transportador asociado al procesamiento de antigenos
(TAPBP).

1. Funcién

Cuando un antigeno propio o extrafio entra en contacto con una célula
presentadora de antigeno (CPA) es fagocitado, este antigeno es degradado en el
citoplasma por un complejo de proteinas con actividad enzimatica denominado
proteosoma, los péptidos generados por el proteosoma pueden variar desde 3 - 32
residuos de aminodcidos (fi,, ra 20). Muchos de los péptidos se unen a moléculas
del HLA clase I, al,,,0s de esos peptidos son llevados por proteinas
transportadoras asociadas al procesamiento de antigenos (TAP) ATP-dependientes
desde el citosol al lumen del reticulo endoplasmico, de esta manera estos péptidos
se unen a moléculas de HLA clase I % Sin embargo, hay algunas moléculas
accesorias que son importantes para la interaccion TAP-HLA clase I como por
ejemplo la proteina de unién al transportador asociado al procesamiento de

péptidos (TAPBP).

La TAPBP es una glucoproteina con localizacién en el reticulo endoplasmico, tiene
un PM de 47.6 kDa y consta de 448 aminoacidos, su funcién es importante para
una eficiente interacciéon entre TAP y moléculas de HLA de clase I 77 La TAPBP
tiene ademas actividad de chaperona, dicha proteina esta involucrada de manera
indirecta en la presentacién de antigenos a la superficie de las células % De esta
manera la TAPBP es necesaria para el ensamblaje y para la presentacion del

péptido a moléculas de HLA de clase 1%
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Figura 20. Interacciéon de una CPA y un linfocito T citotéxico, y como un antigeno es
procesado y presentado en la superficie celular. Proteinas claves en el transporte de
péptidos antigénicos desde el citoplasma al reticulo endopldsmico son TAPl y TAP2,
ademas la proteina TAPBP se encarga de plegar y transportar moléculas de HLA clase I a
través del reticulo endopldsmico para que éstas se unan con los péptidos antigénicos.
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11 Gen de TAPBP

El gen TAPBP s encuentra ubicado en la banda 213 del brazo corto del
cromosoma 6 (6p21), donde se encuentra la region de HLA, y especificamente en la
region de los genes de HLA clase II 62 Como s menciond anteriormente la region
del HLA ha dado varias evidencias de ligamiento y asociacion en pacientes con AR
de adultos y de nifios #7,°2%.*. De hecho el gen TAPBP se encuentra a una distancia
de 180 kilobases del HLA-DP. El gen abarca una regién que comprende 14.38 kb y
a través de estas bases se encuentran 8 exones y 7 intrones. El producto del gen es
un mRNA de 3629 pb 62 Se han identificado 66 SNPs a través de toda la region

gendOmica que abarca este gen.

111 Epidemiologia del gen TAPBP

Bukulmez y cols., analizaron un SNP no sinénimo de este gen ubicado en el exon 4
(260 C/G) en poblaciones caucasicas de USA e Inglesa con AR]. Ellos analizaron el
SNP en un estudio de casos y controles y también con la prueba de desequilibrio
de transmisidn. Interesantemente encontraron asociado este SNP en ambas
poblaciones (p=0.04). Cabe mencionar que el SNP no sinénimo a nivel de proteina
cambia un aminodacido no polar (treonina <Thr>) por uno bésico (arginina <Arg>),
y que este cambio en la estructura tridimensional de la proteina pudiera afectar la
funciéon de chaperona de la proteina y alterar la respuesta inmune tanto innata

como adaptativa °*.
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Antecedentes y justificacion

Debido a que las enfermedades autoinmunes representan en su conjunto
aproximadamente el 5% de todas las enfermedades a nivel mundial, ® y que la
artritis reumatoide juvenil representa un problema serio de salud por su frecuencia
y porque esta patologia conlleva a la incapacidad en el movimiento debido a la
destruccion del cartilago y hueso, es por ello que es necesario entender la
etiopatogénesis de la enfermedad en las diferentes poblaciones. Los estudios de
ligamiento y asociacion han demostrado que el componente genético de la
enfermedad es importante para conferir susceptibilidad o proteccion. Es por esto
que es importante estudiar a los diversos polimorfismos en diferentes genes
candidatos y genes modificadores de la enfermedad. Actualmente en nuestro pais
se estan desarrollando diversos trabajos de investigacion en el cual se esta
investigando el papel de varios genes involucrados en la susceptibilidad a
desarrollar AR]J, en el laboratorio de Enfermedades Multifactoriales del INMEGEN
se han analizado e identificado varios polimorfismos de un solo nucle6tido o SNPs
en varios genes que confieren susceptibilidad a la enfermedad, todos estos genes
tienen relacion con el sistema inmune y la respuesta inflamatoria, y entre los genes
que se han visto asociados incluyendo a los del complejo principal de
histocompatibilidad o HLA clase I, Il y III se encuentran el TNF, IL-10, IL-6, VDR,
PTPN22, PDCI. Sin embargo, todo aquel gen que por su funcién potencialmente
contribuya a la patofisiologia de la enfermedad es importante sefialar que se ha
observado una alta heterogeneidad genética en los factores genéticos que confieren
susceptibilidad en las diferentes poblaciones. Por esta razdén este proyecto tuvo
como objetivo analizar SNPs en otros genes candidatos importantes en la respuesta
inmune e inflamatoria como el- 889 C/T de IL-1 dlfa 5 el 260 C/G de TPSN %8 el -
62 T/A del inhibidor NF-kB 7 y el - 28 C/G, -109 G/A y - 403 G/A de CCLS o

Rantes 84
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Objetivo general
Determinar si los polimorfismos localizados en genes candidatos
involucrados en la respuesta inmune e inflamatoria estin asociados a la
susceptibilidad o proteccion de la ARJ] en una muestra de pacientes

pediatricos mexicanos.

Objetivos particulares

Conocer la frecuencia de los SNPs en los genes de IL-lalfa, RANTES, TPSN e
IkBLI en la muestra estudiada tanto en individuos sanos como afectados con

AR]J.

Determinar si existen alelos de riesgo o proteccion en los genes estudiados.

Contribuir en el conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad.
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Estrategia Experimental

Poblacion de estudio

Los pacientes diagnosticados clinicamente como AR] y sus padres fueron captados
del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto
Nacional de Pediatria (INP), del Hospital General Centro Médico "La Raza" y del
Hospital Infantil de México. Los controles fueron individuos sanos, libres de
enfermedad y sin antecedentes de algin tipo de inflamacién crénica o cualquier
otra enfermedad autoinmune, obtenidos del banco de sangre del Instituto Nacional

de Pediatria, SS. A cada paciente se le extrajo el DN A a partir de sangre periférica.

Extraccion de sangre periférica de casos y controles
A todos los pacientes con sus padres y los controles se les tom6 una muestra de 5 -
10 ml de sangre periférica por venopuncién. Se emple6 EDTA como

anticoagulante.

La extraccion del DN A genémico fue a partir de los leucocitos totales a partir del

kit Maxi-Kit Quiagen, y se obtuvo a través del siguiente procedimiento:

1. En un tubo falcon de 15 ml se agregaron 5 ml de sangre periférica y 200 pl

de proteasa.
2. Al mismo tubo se le agregd 6 ml de buffer AL (buffer de lisis) teniendo
cuidado de que no entre en contacto el buffer directamente con la proteasa

ya que la inactiva.

3. Se agité suavemente durante 15 segundos y posteriormente se mezclo

vigorosamente en un vortex durante 1 minuto.
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10.

Se incub6 a 70 2C por 10 minutos en un bafio marfa.

Se le agregaron 10 ml de etanol absoluto frio y se agitdé suavemente durante
15 segundos, posteriormente se agitd vigorosamente durante 1 minuto en

un vortex.

Después la mitad del producto se paso por una columna contenida en un
tubo falcon nuevo de 50 ml, y se centrifugé a 5 000 r.p.m. durante 3

minutos.

Se desech¢ el filtrado y se vaciéd a la columna el resto de producto que
quedo en el tubo falcon original, y nuevamente se volvié a centrifugar a 5,

000 r.p.m., durante 3 minutos.

Se desecho el filtrado y se agregaron 5 ml de buffer AW1 (buffer de lavado)

a la columna, posteriormente se centrifug6 a 5,000 r.p.m., durante 1 minuto.
Se decantd el filtrado y se agreg6 el segundo buffer de lavado AW2 (5 ml) a
la columna, posteriormente se centrifugé a 5 000 r.p.m., durante 15

minutos.

Las columnas se pasaron a nuevos tubos.

11. Al nuevo tubo se le agregaron 1 000 ul de buffer AE (buffer de elusion del

12,

DNA).

Finalmente se incubd durante 24 horas a temperatura ambiente y se

centrifug6 a 5, 000 r.p.m., durante 2 minutos.
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Repurificacion de DN A de pacientes que presentaban degradaciéon genomica

con el midi-kit QIAquick.

Un banco de DNA de al,, , os pacientes con AR] fueron captados en 1999, cuando

se observé la integridad del DNA de estos pacientes en geles de agarosa se
observaron bandas de DN A degradadas, por lo cual se procedi6 a repurificar esos
productos de DN A con el kit midi-kit.
> A la muestra de DNA se le agreg6 Tris-EDTA (TE) hasta alcanzar un
volumen de 200 pl, posteriormente se le agregaron 20 pl de proteinasa K en
un tubo eppendorf de 15 pl
» Se le agregaron 200 pl de buffer AL al tubo eppendorf.
> Las muestras se incubaron a 56 2C durante 30 minutos.

> Después de la incubacion se centrifugd la muestra con un spin.

> Se agregaron 200 pl de etanol (96 - 100 %) a la muestra y se agité durante 15

segundos, posteriormente se centrifugd con un spin

» Se agregd la mezcla a una columna que estuvo en un tubo contenida el un

tubo ependorf nuevo y se centrifug6 a 8000 r.p.m., durante 2 minutos

> Se agregaron 500 yl AW1 y se centrifug6 a 14000 r.p.m., durante 1 minuto

> Se decanto el filtrado y se afiadieron 500 ul de buffer AW2, posteriormente

se centrifug6 a 14000 r.p.m., durante 5 minutos



> La columna se colocé en un tubo eppendorf nuevo de 15 pl

» Se agregaron 75 p de buffer AE a la columna y se incubé durante 60

minutos a temperatura ambiente.

» Se colocé la muestra en un tubo eppendorf nuevo, y se rotul6 para saber que

muestra era, posteriormente se cuantifico.

> Después se hizo un gel de agarosa al 1 % para ver la integridad del DN A re-

purificado.

Cuantificacion del DNA

Una vez que obtuvimos el DN A gendmico de los casos y los controles se procedio
a cuantificar el DNA total de cada caso y cada control. Para realizar este
procedimiento utilizamos el equipo automatizado nanoDrop, modelo ND-1000
spectrophotometer. La cuantificacion del DNA se ley6 a una longitud de onda de
280 nanémetros. Los datos obtenidos de la cuantificacion de cada muestra fue
diluida, estas diluciones fueron empleadas para sintetizar fragmentos gendémicos y

para analizar diversos SNPs en diferentes genes de interés al estudio.

Diluciones del DNA de los casos - controles y produccion de las placas de PCR
para discriminacion alélica

Para realizar los experimentos de discriminacion alélica en el equipo de Tiempo
Real se realizaron diluciones del DNA de cada uno de los pacientes con AR] y de
los individuos sanos. Para obtener resultados confiables se homogenizaron las
diluciones de los individuos que entraron a participar en este estudio. Para obtener

las diluciones y las placas se realizo lo siguiente:
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1. Las diluciones para discriminacién alélica en el equipo de tiempo real se hicieron
a una concentracion de 5 ng/ul. Por lo que todas las muestras se diluyeron con

agua destilada libre de DNasa, proteasas, etc (Gibco).

2. Posteriormente se hizo una placa maestra de 96 pozos con un volumen de 100 mi
a una concentracion de 5 ng/pl cada pozo. Noventa y dos pozos representan

muestras de pacientes mientras que 4 son controles negativos.

3. A partir de esta placa maestra se tomaron 2 pl de cada pozo con una pipeta

multicanal y se colocaron en varias placas hijas para que el DNA se evaporara.

4. Posteriormente el DNA liofilizado quedd listo para ser analizado con las
diferentes sondas Tagman para los diferentes SNPs de los genes candidatos que

fueron analizados en este estudio.

Discriminacion alélica con el método fluorescente de S' exonucleasa (Tagman).

Para obtener multiples copias de la secuencia donde estaba el polimorfismo a
analizar de cada gen se requirié hacer una PCR convencional, para esto Aplied
Byosistem sintetiza la sonda y envia en el mismo vial un par de primer's que

flanquean el SNP a analizar (ver mezcla de reaccion).

Condiciones de PCR
pre-PCR
50 °C por dos minutos

95 °C por diez minutos
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= PCR

2 temperaturas, 45 ciclos

9% 2C durante 0.15 segundos
60 °C durante 1 minuto

4 <X)

1. La mezcla de reaccion para la discriminacion alélica consisti6 en lo siguiente:

> 0125 pl de sonda para analizar el SNP junto con el par de primer's
especificos para cada SNP

> (0.125 de mezcla de reaccion (enzima, buffer, cloruro de magnesio)

> 0375 de agua

2 A cada pozo de la placa de 9 se le agregaron 5 ul de mix.

3. Las diferentes placas con el DNA liofilizado se analizaron para los diferentes
SNPs en los genes - 28C/G, -109 C/Ty-403 G/A de CCLS, -839 C/T de IL1 alfa, -
62 T/A de IKBL1 y 260 C/ G de TPSN.

4. Cada placa fue leida por un laser del equipo de Tiempo Real y los datos
escaneados fueron proporcionados por el software SDS 22 (Apliedd Byosistem)

(ver diagrama de flujo) (figura 21).

5. Posteriormente se capturaron manualmente los genotipos de cada individuo

(casos y controles) para analizar su frecuencia alélica y genotipica.
6. Finalmente se emplearon los programas bioestadisticas y bioinformaticos

Epilnfo, Epidat y Finetti para calcular el equilibrio de Hardy-Weinberg y los

riesgos de cada SNP en la susceptibilidad o proteccién en la enfermedad.
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Figura 21. Plot que muestra los genotipos de un SNP. Esta imagen muestra los genotipos
de 2 individuos con AR]J, el SNP analizado en esta imagen es el 260 C/G de gen TAPBP.
Algunos individuos que tienen el genotipo C/C son detectados por la sonda Vic, mientras
que otros que son homocigotos para G /G son detectados por la sonda Fam. Por otro lado,
también hay individuos que presentan ambos alelos, ellos representan al genotipo
heterocigoto. Los cuadros en negro son los controles negativos.
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QUANTO: Software para calcular el tamafio de la muestra y el poder estadistico

Antes de iniciar los estudios moleculares se calcul6 el tamafio de muestra minimo
necesario para tener resultados que fueran Optimos para tener diferencias
estadisticamente significativas. El programa que empleamos para alcanzar este

objetivo fue el QUANTO (http://hydra.usc.edu/gxe.). Este software toma en cuenta

diversos parametros entre los que se encuentran: la prevalencia de la enfermedad
en la poblacion, la frecuencia del SNP en la poblacidn, el nivel de significancia
estadistica, el poder estadistico, modelo de herencia de la enfermedad, OR, etc. El
tamafio de muestra requerida con un modelo de herencia recesivo para este
estudio de acuerdo al nimero de los 350 controles fue de 122 individuos afectados
con ARJ. Con este numero minimo se esperaban diferencias estadisticamente

significativas (p = OOS) ademas de un poder estadistico del 80 %.

FINETTI: programa de analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg

El equilibrio de Hardy-Weinberg se analizé6 mediante el programa bioinformatico
y bioestadistico FINEm (ejemplo tabla 7) 100+ E]l programa FINEm es robusto
debido a que proporciona los resultados del equilibrio de Hardy-Weinberg en base
al calculo de la X2 mediante tres valores de p. FINETTI proporciona ademds valores
de riesgo, nivel de significancia estadistica, intervalo de confianza, X2, etc., para los

estudios de casos y controles (ver tabla 7).
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Tabla 7. Tabla obtenida de FINETTI.

Ejemplo de andlisis de equilibrio de Hardy -

Weinberg y de asociacién casos y controles mediante el programa 1 FINETTI
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£ 2120.98 4 eh2=0 0 thi2=0.0! {ehil=-NaN chi?=0.01 eki2=001
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— 0 C'-E-. 3CL -[C CC'ZIE:Z' CL=00008-19324] | Co=00008-13233
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p=1.0000 2093245

p=L00000

EPI-INFO VERSION 332 Y EPIDAT VERSION 3.1: programas para analisis de
asociacion.

Para corroborar los resultados obtenidos del programa FINETTI del riesgo, valores
de significancia estadistica p, intervalo de confianza y X2 se emplearon dos
programas bioinformaticos y bioestadisticos comunes para este tipo de estudios,
uno de ellos es Epilnfo version 3.3.2 (fiy, ra 22) 11 y el programa para andlisis
epidemioldgico de datos tabulados Epidat versién 3.1 (fi,, ra 23) 1 De acuerdo a
estos tres programas se obtuvieron los resultados de los valores de riesgo, IC, X2 y
valor de p y se concluyd si hubo diferencias estadisticamente significativas y

asociacion alélica entre cada uno de los SNP y la artritis reumatoide juvenil.
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Figura 22. Logotipo del programa Epilnfo. Software estadistico que se empleo
para analizar resultados obtenidos de los estudios de casos y controles.

Figura 23. Logotipo del programa Epidat. Software estadistico que se empled para
corroborar los resultados obtenidos de casos y controles de los programas FINETII
y Epilnfo.



Estrategia experimental

Estudios de asociacion

Poblacién oonnal Poblacién afectacul
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Figura 24. Estrategia experimental seguida en este estudio.

v
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Resultados

Numero de pacientes y controles analizados en este estudio.

En este estudio de casos y controles se analizaron 133 pacientes menores de 16 afios
con diagnoéstico clinico de artritis reumatoide juvenil, este grupo de pacientes
pediatricos incluyé a 74 individuos del sexo femenino y 59 varones. También se
incluyeron 350 individuos sanos adultos, de los cuales 240 de estos fueron mujeres

y 110 fueron varones (fi, , ra 25y 26).

Los pacientes con ARJ fueron colectados de varios Hospitales e Instituciones de
Salud Publica ubicados en la ciudad de México, los cuales son centros nacionales
de referencia para captar pacientes de diversas partes de la Republica Mexicana,
entre los Hospitales e Institutos de donde se colectaron las muestra fueron del
Centro Médico Siglo XXI del IMSSS, Hospital Infantil de México, Centro Médico la
Raza y el Instituto Nacional de Pediatria (INP), siendo el Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI el que mas muestras de sangre periférica aport6

para este estudio, y el INP el que menos aporto (fi,, ra 27).
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Figura 25. Grafica que representa al nimero de individuos afectados con ARJ. Se observa que en
este estudio las mujeres presentan un nimero mayor de individuos afectados en relacién a los

varones.
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Figura 26. Grafica que representacion el nimero de controles. En este estudio el nimero de
mujeres sanas recolectadas del INP fue mayor al de los varones.
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Muestras obtenidas de Hospitales e Institutos
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Figura 27. Grafica que representacion el nimero de individuos afectados captados de diferentes
hospitales e institutos de salud publica de la Ciudad de México. El Hospital que mds muestras de
sangre periférica captur6 fue el CMNSXXI, IMSSS, y el que menos capturd fue el INP, SS.

Integridad del DN A de pacientes

El primer paso fue observar la integridad del DNA de 100 muestras de pacientes
con AR] contenidos en un banco de DNA generado de 1999 - 2001 en geles de
agarosa al 1% El DNA de 8 pacientes con AR] mostr6 degradacién importante
(fig,, ra 28), por lo que se realizd la repurificacion de todas las muestras con el Kit
de repurificacion QIAquick, sin embargo, la cantidad de DNA gendmico

disminuy6 de mas de 300 ng/ pla aproximadamente 100 ng/ ul (fi, , ra 29).



Pacientes | 2 3 4 ) 6 7 8

Figura 28. Integridad del DNA en un gel de agarosa al% de 8 pacientes con AR]J de 1999.
Lo que se observa aqui es una alta degradacion en el DNA de los pacientes analizados.

Pacientes it 2 3 4 ) 6 7 8

Figura 29. Integridad del DNA en un gel de agarosa al 1% de 8 pacientes con AR]
después del proceso de repurificacion se observé DNA genomico de alto peso molecular,
sin embargo al momento de cuantificarlo disminuyd su concentracion.

Posteriormente a esto se colectaron muestras de sangre periférica de 33 pacientes
mas con AR] y se les hizo la extracciéon del DNA genémico. En la figura 30 se
presenta un gel de agarosa al 1 % para observar la integridad del DNA gendmico
de cuatro pacientes con ARJ y 3 individuos sanos (figura 27). Cabe senalar que
para realizar los ensayos de discriminacion alélica con el equipo de PCR en tiempo

real (aplied Byosistem 7900) se requieren al menos 2 ng de DNA por cada pl de
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agua. De esta manera todas las muestras de los pacientes independientemente de

la concentracion de DN A que tuvieran s homogenizaron mediante dilucién a 5

ng/ul (figura 31).

pM P P2 P3 P4 ClI C2 C3

1350pb

500pb

200pb

50pb

Figura 30. Electroforesis de agarosa al 1% que muestra la integridad del DN A genémico
extraido de 4 pacientes (PI-P4) y 3 controles (C1-C3). Se observé en el gel de agarosa que
el DNA gendmico es de alto peso molecular y presenta poca degradaciéon gendmica.

PM P1L P2 P3 P4 (C1 C2 C3

1350 pb
500 pb

200 pb

Figura 31. Electroforesis de agarosa al 1% que muestra las diluciones de las muestras de
DNA de 4 pacientes (PI-P4) y 3 controles (C1-C2). Para realizar ensayos de
discriminacién alélica de los SNPs en el equipo de PCR en tiempo real se requieren una
dilucién minima de 2 ng/pl de DNA gendémico por cada individuo analizado.
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SNPs analizados en este estudio

En la tabla 8 se muestran los SNPs que se analizaron en los diferentes genes que

participan en la regulacién del sistema inmune e inflamatorio en los individuos

sanos y afectados con artritis reumatoide juvenil, asi como su ubicacion dentro del

genoma, ubicacion dentro del gen y su rs.

Tabla 8 SNPs que se analizaron en el presente estudio

Polimorfismos en genes candidatos en ARJ analizados en el
presente estudio

Gen

111 of;

CCL5

CCLS

CCL3

JKBL

TFSN

locus

2g14

179 11

17g11

17g11

GpZ 1.3

Gp23

SNPs IS
- 889 G/A 1800587
-28 C/G 2280788
- 109 C/T 1800825
- 403 G/A 2107338
- 62 A/T 2971392

2G0C/G Trh  Arg 2071888
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Analisis del equilibrio de Hardy- Weinberg

Tanto los casos como los controles estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg
para cada uno de los 6 SNPs analizados en los diferentes genes, por lo tanto se
puede sugerir que no hay estratificacién poblacional en nuestra muestra de

estudio.

Analisis de los SNPs 28 C/G, -109 C/f'y-403 G/A del gen CCLS 0 RANTES
Las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs - 28 C/G, -109 C/Ty - 403 G/ A
del gen CCL5 no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los

casos con ARJ y los controles (ver tabla 9).

Cuando las frecuencias alélicas y genotipicas se estratificaron por sexo tampoco
mostraron diferencias estadisticamente significativas (informaciéon no mostrada),
de esta manera el alelo G del SNP - 28 de CCL5 que representa la susceptibilidad
en poblacion China, no estd asociado a la susceptibilidad con la AR]J en la

poblacion pediatrica mexicana analizada.
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Tabla 9. Analisis del SNPs - 28 C/G (rs 2280788) del gen CCLS en AR] y
controles

Genotipo Casos Controles Comparacion OR (95%IC) X2 p
n=133 (%) n =350 (%) genotipos

c/C 129 (97.0) 339 (969) C/CvsG/G 2.62 (0.05-132.8) NaN 100

G 4 (3.0) 11 (3.1) C/Cvs C/G 096 (029-3.05) 001 094
GG 0(0) 0(0)
casos controles
Alelo n=266(%) n=700(%) OR (95% IC) X2 P
S 262 (98.5) 689 (98.4)
G 4 (15) 11 (L6) 0.96 (0.30-3.03) 0.01 1.00

Posteriormente se analiz6 el SNP - 403 G/A del gen CCLS, los resultados
obtenidos no mostraron diferencias estadisticamente significativas a pesar que si
hubo diferencias en porcentajes entre los pacientes con AR]J y controles (tabla 10).
Posteriormente los genotipos de casos y controles fueron estratificados por sexo;
mujeres-mujeres, hombres-hombres sin que estos andlisis mostraran diferencias
estadisticamente significativas (datos no mostrados). La tabla 10 muestra tanto el
numero de casos como controles analizados, los porcentajes, los valores de riesgo,
intervalo de confianza, X2 y valor de p fueron obtenidos en este estudio por medio
de los programas bioestadisticos y bioinformaticas Epilnfo y Epidat. El alelo de
riesgo A del SNP - 403 G/ A del gen CCLS no esta asociado a la susceptibilidad de

la AR] en la muestra pediatrica analizada.




Tabla 10. Andlisis del SNPs - 403 G/A (rs 2107538) del gen CCLS en AR] y
controles

Genotipo Casos Controles Comparacion OR (95%IC) X2 p
n=133 (%) n=350 (%) genotipos

G/G 61 (45.9) 171 (48.9) G/GvsA/A 1.36 (0.72-2.60)  0.87  0.35

G/A 55 (41.4) 144 (41.1) G/GvsG/A 1.07 (0.69-1.64)  0.10  0.75

A/A 17 (12.7) 35 (100) G/Gvs G/A+ A/A 1.12(0.75-1.68) 035 0SS

Casos Controles
Alelo  n=230(%) n=500(%) OR (95% IC) X2 p
G 177 (66.5) 486 (69.4)
A 89 (33.5) 214 (30.6) 1.12 (0.69 - 1.80) 0.23 0.63

Posteriormente se buscé e identificé otro SNP que estuviera también en la regién
promotora del gen CCLS, para hacer esta busqueda utilizamos la pagina de NCBI y
también el programa SNPper s Cabe mencionar que SNPper identifica no sélo al
SNP dentro o cercano al gen sino ademas proporciona la ubicacion real del SNP a
través de todo el gen o genes que se conocen, por otro lado la pagina de SNPs de
NCBI sélo proporciona datos de los SNPs que estan dentro del gen y no de los que
estan en la regiéon promotora o cercana al gen. Con el programa SNPper %
identificamos otro SNP que se encuentra en la regiéon promotora del gen CCLS, la
ubicacion exacta del SNP esta en la posicion -109 y el cambio identificado es C/T.
Posteriormente se busco in silico si este SNP estaba en un posible sitio consenso de

uniéon a un determinado factor de transcripciéon involucrado en la respuesta
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inmune e irdlamatoria. En un articulo previamente publicado Liu H y cols., 8!
identificaron que cerca de esta posicién habia un posible factor de transcripcion
(IL-NF6) que se podia unir a esta region, lo que ellos no identificaron fue al SNP en
su poblacién estudiada esto debido a que este polimorfismo no existe en su
poblacién. Después empleamos el programa bioinformatico MAPper 193 para
identificar otros posibles factores de transcripcion que se unieran cerca o en la
region - 109 de CCLS, con este programa identificamos que otro posible factor de
transcripcion se podia unir a esta secuencia, el posible factor de transcripcion

encontrado i szlico fue IRF3.

Se disenaron los oligonucleétidos y las sondas para el ensayo de Tagman para este
SNP y se determiné si los genotipos o alelos estaban asociados a la ARJ. Los
resultados obtenidos del SNP - 109 C/T de CCLS no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre casos y controles en la poblaciéon estudiada.
En la tabla 11 se muestran el numero total de pacientes y controles analizados, asi

como el porcentaje, los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2y p

Una vez que se realizaron los célculos entre todos lo casos y controles se procedi6 a
analizar las frecuencias de los genotipos y alelos de los casos y controles pero
estratificados por sexo; es decir, mujeres-mujeres, hombres-hombres sin que
ninguno de ellos mostraran diferencias estadisticamente significativas (datos no
mostrados). Podemos concluir entonces que este SNP ubicado en la region
reguladora - 109 C/T de CCLS no esta involucrado en la susceptibilidad de la AR]

en poblacion pedidtrica mexicana.
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Tabla 11. Andlisis del SNPs - 109 T/ C (rs 1800825) del gen CCLS en AR]
y controles

Genotipo Casos Controles Comparacion OR (95%IC) X p
n=133 %) 1n=350 (%) genotipos

T/T 104 (782) 278 (794) T/T vsC/C 089 (0.09-866) 001 092

T/C 28 (21.1) 69 (19.7) T/C vsC/C 1.08 (0.66-1.77) 0.10 0.74
C/C 1 (0.70) 3 (090) C/CvsC/T+T/T 107 (1.12-1.75) 0.09 0.76
casos controles
Alelo n=266(%)  n=700(%) OR (95%IC) X2 p
T 236 (88.7) 625 (89.3)
c 30 (11.3) 75 (10.7) 1.05 (0.67-1.66) 0.60 0.80

Después de que se analizaron los SNPs en forma individual y aislada se procedié a
construir haplotipos con estos tres SNP - 28 C/G, -109-T/Cy - 403 G/A del gen
CCL5. Como es bien sabido en muchos casos los SNP individuales no estan
asociados a la enfermedad, sin embargo, pueden en muchos casos los haplotipos
formados por estos pueden estar asociados o involucrados con la susceptibilidad
y/o proteccidn de la enfermedad. La construccion de los haplotipos se realiz6 con

el programa del Hapmap internacional; Haploview 104

Los resultados obtenidos mostraron 17 combinaciones de SNPs (haplotipos) entre

estos 3 marcadores genéticos ubicados en la region promotora de CCLS (ver tabla
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12). A pesar de encontrar varios haplotipos con diferentes porcentajes entre casos y

controles, nin, , no de ellos mostr6 diferencias estadisticamente significativas.

g
De los 17 haplotipos, 3 son mostrados en la fi,, ra 32, estos haplotipos solo se
ponen para representar al nimero y porcentaje de los casos y controles analizados,
ademas se ponen los haplotipos que pueden representar susceptibilidad en nuestra
poblacion - 28 Gy - 403 A, -109 Cy - 403 A, y-28 C, -109 Ty - 403 G, este ultimo
se puso en la grafica por que fue el haplotipo mas frecuente entre los tres SNPs. Sin
embargo, ninguno de ellos estuvo asociado a la ARJ en la poblacién pediatrica

mexicana estudiada.

Tabla 12. Haplotipos identificados de los SNPs - 28 qG, -109 C/fy - 403 G/A
del gen CCLS. De nuestro estudio obtuvimos 17 haplotipos diferentes, en esta tabla
representamos las diferentes combinaciones de loa tres SNPs analizados del gen CCL5.

-28 -109 -403
c T
G T
C C
(& G
G G
c A
le A |
T G
(& G
T A
le A
i€ T G
G T G
(& (& G
(& T A
G T A
e e A
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Haplotipos de CCLS5, -28 C/G, -109 TIC y -403 G/A

m Casos |

GA CA CIG

Figura 32. Representacion de tres haplotipos. Los haplotipos se obtuvieron mediante el
software Haploview, tres de ellos se representan aqui, ninguno presentd grandes
diferencias en porcentajes, los primero dos haplotipos (GA y CA) son los reportados como
de susceptibilidad, el haplotipo CTG fue el mas frecuente en nuestra poblacion.

Analisis del SNP T/C-889 del gen IL-la

Otro SNP analizado en este trabajo fue el- 889 T/C del gen que codifica a la IL-Ia.
Cuando se compard el numero total de genotipos y alelos entre todos los casos y
controles no se observaron diferencias estadisticamente significativas (tabla 13), sin
embargo cuando las frecuencias genotipicas y alélicas se compararon pm sexo; se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles
varones, no asi en mujeres (tabla 14), sin embargo el genotipo identificado nos
proporcion6 un OR de proteccion y no de susceptibilidad como previamente habia
sido reportado (tabla 15) s _Sin embargo con la p corregida la asociacion se pierde.
En conclusion este SNP no esta asociado con proteccidn en pacientes pediatricos

conAR]J.



Tabla 13. Analisis de asociacién del SNP - 889 C/f del gen IL-1a en casos y
controles. En esta tabla se muestran los valores de riesgo, IC, X2y valor de p.

Genotipo Casos  Controles Comparacion OR (95%IC) X2 p
n=133(%) n=350(%) genotipos

C/C 8 (662) 219 (626) C/CvsT/T 17 (051-270) 015 0697
C/T 3% (270) 112 (320) C/CvsC/T 08 (0.51-270) 095 0330

T/T 9 (68) 19 54 C/CvsT/A+T/T 085(0.56-1.30) 054 0463

casos controles
Alelo  n=266(%) n-=700(%) OR (95%IC) bv) p

e 212 (79.7) 550 (786)

T 5 (203) 150 (20.3) 094 (065-1.32) 0.4 0.70

Tabla 14. Analisis del SNP- 8389 C/f del gen 11-la. Comparacion de los
genotipos y alelos entre mujeres tanto en casos y controles.

Genotipo Casos Controles Comparacion OR (95%/C) xXi p
n=74(%) 1= 240(%) genotipos

ccC & (66.2) 219 (62.6) C/IC vs T/T 17 (0.51-2.70) 0.15 0.697

CT 36 27.0) 112 (32.0) CC vs CT 08 (0.51-2.70) 095 0330

T/T 9 (6.8) 9 (54) C/IC vs TIA +TIT 0.85(0.56-1.30) 0.54 0.463
casos controles
Alelo n- 148(%) n=480(%) OR (95%/C) XI Y7
(¥ 117(79.0) 382 (79.6)
T 31 (21.0) X (244) 094 (0.65-1.32) 0.147 0.70




Tabla 15. Analisis de asociacion del SNP - 889 C/f del gen /L - la. Comparacion
de genotipos y alelos entre varones casos y controles, valores de OR, IC, etc.

Genotipo  Casos Controles Comparacion OR (95%0IC) X2 p
n=59(%) n=110(%) genotipos

C/C 41 (69.5) 63 (57.3) C/CvsT/T 153 (041-564) 042 0514
C/T 13 (22.0) 4 (382) C/CvsC/T 047 (0.22-099) 400 0.045
T/T 5 (8.5) 5 (4.5) C/Cvs C/T +T/T 0.58 (0.30-1.15) 242 0119
€asos controles
Alelo n=118(%) n=220(%) OR (95%IC) X2 p

€ % (805 168 (784)
T 23 (195) 52 (236) 0.78 (0.45-1.35) 0.76 038

Analisis del SNP - 62 T/A del gen IKBL

La comparacion de las frecuencias tanto de genotipos como de alelos del SNP - 62
T/ A del gen IKBL fue analizada por conteo directo entre todos los casos y los
controles. Los valores de riesgo, intervalo de confianza, X2y p se presentan en la
tabla 16. Cuando se compararon los 133 pacientes con ARJ y los 350 individuos
sanos se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias
de los genotipos y los alelos (ver tabla 16), ain después de la correccion por la
prueba de Bonferroni. Sin embargo el valor de riesgo fue diferente al que
previamente se habia reportado, es decir de protecciéon y no de susceptibilidad

como habia sido reportado en poblacion Japonesa (tabla 16) 87

Cuando se compararon las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP - 62 T/ A de

IKBL se observaran diferencias estadisticamente significativas (datos no
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mostrados), solo entre los varones con AR]J y varones controles con un OR de 0.44,
y un intervalo de confianza de 0.24 - 0.79, X27.63 y una p de 0.0057. El valor de p
después de la correccion de Bonferroni fue de 0.0114. El poder estadistico para este
SNP fue calculado con el programa QUANTO y fue de 0083 (ver tabla 17). De
acuerdo con los datos obtenidos muestran resultados que sugieren que este SNP

confiere proteccion en varones con ARJ en nuestra poblacion.

Tabla 16. Comparacion de genotipos y alelos del SNP - 62 T/A entre mexicanos y
japoneses. En la parte superior se muestra el analisis de asociacion del SNP - 62 T/A de
IKBL en poblacién pedidtrica mexicana, en la parte inferior se muestran los de la poblacién
japosena.

Genotipo  Casos Controles Comparacién OR (95%IC) X2, correccién
n=133(%) n=350(%) genotipos Bonferroni

T/T 47 (353) 148 (423)  T/T vs A/A 044 (024-079) 7.63 0.005 0.0114
T/A 58 (436) 163 (466) T/T vs TA 089 (0.56-143) 025 0615

A/A 28(21.U) 39 (11.1) T/A vs A/A U49 (U.28-U.87) 593 U.015  U.03

€asos controles
Alelo n=266(%) n=700(%) OR (95%IC) X2 yZ C Bonferroni

T 152 (42.9) 59 (65.6) 0.70 (0.52-0.93) 589 0015 0.03
A 114 (429) 241 (344)

Genotipos asociados de IKBL-62 en poblacion Japonesa

Genotipos  Casos Controles OR @B% I0) X2 P
n=116(%) n=100(%)
T/T 60 (57.7) 3 (34.0) 2.08 (1.41-3.07) 6.86 0.0088
T/A 47 (35.4) 51 (51.0) 0.65 (0.45-0.96) 2.38 0.12




Tabla 17. Andlisis de asociacion del SNP- 62 T/A de IKBL. Tabla que muestra valores OR,
IC, X2, significancia estadistica, ademds se muestra la asociacién de los genotipos y alelos en

varones.
Genotipo Casos Controles  Comparacién OR (95060 X2 P
n=59(%) n=110(%) genotipos
T/T 21 (35.6) 49 (44.5) T/T vs A/A 0.34 (0.13-0.85) 545 0.019
T/A 23 (39.0) 49 (44.5) T/T VS T/A 0.37 (0.15-0.93)  4.63  0.031
A/A 15 (25.4) 12 (11.0) T/T+ T/A vsA/A 0.35(0.15-0.83) 6.03 0.014
€asos controles
Alelo n=118(%) n=210(%) QR (95006C) X P
T 65 (55.0) 147 (66.8)
A 53 (45.0) 73 (33.2) 0.60 (0.38-0.96) 4.52 0.03

Analisis del SNP 260 C/G del gen TAPBP

El anadlisis de este SNP no sinéonimo C/G ThI‘/Arg ubicado en el exon 4 se
muestra en la tabla 18. El andlisis de genotipos y alelos en este SNP mostro
diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon los casos y
controles (tabla 18) pero no cuando se compararon por sexo (informacién no
mostrada). El alelo de riesgo en este SNP es el G, el riesgo que confiere este SNP es
de 1.4, con intervalo de confianza de 1.06 - 1. 89 y una p de 0.016. Después de la
correccion del valor de p por la prueba de Bonferroni (p = 0.032), no se perdi6 la
asociacion de susceptibilidad a desarrollar AR]J (tabla 18). Los genotipos también
fueron comparados entre casos y controles mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre C/C vs G/G, con un OR de aproximadamente 2 (ver ltabla 18).

También se corrigid el valor de p obtenido de las comparaciones de los genotipos,
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sin embargo la asociacion se perdié con el genotipo C/C vs G/G (p=0.054), el
genotipo C/C vs C/G + G/G se siguié conservando (OR: 1.57) (ver tabla 18).
Nuestros resultados sugieren que este SNP se encuentra asociado a la

susceptibilidad con la ARJ en pacientes pediatricos mexicanos con ARJ.

Tabla 18. Analisis del SNP 260 C/G del gen TAPBP en casos y controles. La
distribucién de genotipos y alelos en la poblacién que estudiamos, ademas de los
valores de OR, significancia estadistica, IC, X2, y correccion de Bonferroni,
muestran asociacion con la enfermedad

Genotipo Casos Controles Comparacién OR (95%IC) X2 P Correccion

n=59(%) n=110(%) genotipos Bonferroni
C/C 2B(173) 8 (243) C/Cvs G/G 183 (106-332) 0027 0054
C/G 57 (429) 161 460) C/C vs C/G 160 (0.92-275) 290 008

G/G  $(398) 104 (297) C/CvsC/G+G/G 157 (003-237) 767 0005 001

casos controles
Alelo  n=266(%) n=700(%) OR (95%IC) X2 p C. Bonferroni

e 18 (387) 3Bl (473)

G 163 (61.3) 369 (527) 142 (1.06-1.89) 571 0016 0.033
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DISCUSION

La artritis reumatoide juvenil representa la principal causa de artropatia infantil en
diversas poblaciones. ! Esta enfermedad se caracteriza por una respuesta inmune
desregulada principalmente del tipo Thl, cuando se altera ocasiona destruccién del
cartilago y el huesos 105, ademas, esta enfermedad puede afectar a otros érganos y
sistemas 10. La etiologia de la AR] aun no esta clara, aunque se ha propuesto la
existencia de factores genéticos y ambientales involucrados en su génesis. 10
Algunas de estas propuestas actualmente no han podido ser replicadas en los
laboratorios de investigacion, sin embargo los estudios de heredabilidad proponen
que el principal factor de riesgo para el desarrollo para el desarrollo de esta
patologia son los factores genéticos. El objetivo del presente estudio fue analizar
SNPs en diversos genes que tienen un papel fundamental en la respuesta inmune

tipo Thl.

En este estudio se analizaron 6 SNPs en 4 genes candidatos, 5 de ellos previamente
reportados como alelos de susceptibilidad en diferentes poblaciones, y uno que no

habia sido reportado previamente.

Las frecuencias genotipicas tanto en los casos como en los controles se encontraron
en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que disminuye la posibilidad de que los
resultados obtenidos en el presente trabajo sean el reflejo de la endogamia, posibles
errores de tipificacion de los pacientes con AR] y controles, apareamiento no
azaroso (estratificacion poblacional), la presencia de mutacion y la consecuencia de

la migracion en la poblacion analizada 106-108.
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En un estudio previo en poblacion asiatica se observd asociacion de los
polimorfismos - 28 C/G y - 403 G/ A localizados en la regiéon promotora del gen

CCLS o Rantes, con AR] &y lupus eritematoso sistémico 82-83.

Un trabajo publicado en 1998 por Liu H y cols 81 demostré que ambos SNPs
incrementaban la expresion de CCLS, lo que conferian protecciéon a pacientes
infectados con el virus que provoca inmunodeficiencia humana, ya que CCL5 es
un ligando de CCR5 que actiia como coreceptor del VIH 81 Por otra parte Wang R,
y cols 8. en el 2005 encontraron que el SNP - 403 G/A estaba asociado con la AR

del adulto, mientras que el- 28 C /G no estuvo asociado a susceptibilidad.

El SNP - 28 C/G ya que se encuentra cercano a un posible sitio de unién para el
factor de transcripcion NF-kp pensamos que este SNP podia tener implicaciones en
la patogénesis de la AR], debido a que NF-kp es un heterodimero que actia como
factor de transcripcion para una serie de genes involucrados en la inflamacién y

destruccion del cartilago y hueso como la IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, TNF-a, etc.

58,87,89,109, 110.

En contraste a lo observado en poblacion China la frecuencia del SNP - 28 C/G es
alta (G = 117% en controles), este SNP en nuestra poblacién mostré una frecuencia
baja tanto en casos como en controles; 15% y 1.6%, respectivamente. De hecho por
definicién si es un polimorfismo, solo que es poco frecuente. Los datos obtenidos
indican que este SNP no tiene relevancia en la susceptibilidad de la AR] en nuestra

poblacién a diferencia de la poblacion China &
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Por otro parte, estudios i vitro en dos lineas celulares el SNP - 403 de CCL5
demostraron que también afecta la expresion del gen y lleva en ultima instancia a

sobreexpresar mas esta quimiocina Sk

Este SNP a diferencia del - 28 C/G se encontré en una alta frecuencia tanto en
casos como en controles; 335% y 30.6%, respectivamente, sin embargo estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, por lo que el alelo A del SNP

- 403 G/ A no representa un alelo de susceptibilidad en nuestra poblacion.

En un intento por desarrollar un estudio méas extensivo del gen CCLS, se realizé la
busqueda de otros SNPs mediante el software SNPper, el cual esta ligado a la base
de datos del NCBI 62 este software identificO un SNP en la posiciéon -109 T /C de la
region promotora. De hecho, Liu H y cols 8 identificaron un posible factor de
transcripcion cerca de la posicion de este SNP, sin embargo ellos no encontraron
éste SNP en los sujetos estudiados debido a no existe esta variante alélica en
poblacién China. Posteriormente, con el programa MAPper 103 se identificé otro
posible sitio de unién al factor de transcripcion IRF3 en una secuencia consenso

donde esta ubicado el SNP - 109 T/C.

La comparacion de genotipos y alelos entre casos y controles no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas a pesar de la ligera diferencia observada en el alelo
de riesgo entre casos y controles. La frecuencia de este alelo en poblaciéon mexicana
fue de 113% y 107% en casos y controles respectivamente. A pesar de la relativa
importancia de este SNP en la regulacion del gen no se encontr6 asociado a la

susceptibilidad de la AR] en poblacién mexicana.
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A pesar de que los SNPs en forma individual no confieren susceptibilidad por si
solos es posible que la combinacién de ellos en forma de haplotipos puedan ejercer

un efecto en la etiopatogenia de la ARJ111-

En este analisis se identificaron 17 haplotipos que incluyeron 2 o 3 alelos del gen
CCL5 (tabla 12), sin embargo, ninguno de ellos mostrd diferencias estadisticamente

significativas entre los casos y controles.

El haplotipo que representa susceptibilidad (-28 Gy - 403 A) fue poco frecuente en
nuestra poblacidn tanto en casos como en controles; 3%y 1% respectivamente. Este
haplotipo de susceptibilidad no mostré diferencias estadisticamente significativas,

por lo que no esta asociado a la AR]J de la poblacion pediatrica mexicana.

Otro haplotipo que podria ser de susceptibilidad fue el - 109 Cy - 403 A, su
frecuencia fue rara en nuestra poblacién ya que no alcanzo ni en casos ni en
controles el 1% (0.75% y 0.3% respectivamente). Por lo que este haplotipo no estd

asociado con susceptibilida a desarrollar AR]J en nuestra poblacion.

La combinacion esperada de los SNP de riesgo -28 G, - 109 C y 403 A no se
observo en nuestra poblacion. Esto nos sugiere que estas combinaciones de este
haplotipo en el gen CCLS no predisponen al desarrollo de la AR]J en la poblacién
pediatrica afectada con esta patologia. El haplotipo que encontramos muy
frecuente tanto en casos como en controles en nuestra poblacion fue el-28 C, -109 T
y - 403 G (CTG) con 556% y 58.0% respectivamente. La combinacion de este
haplotipo en estudios in vitro nos sugieren que el alelo - 28 Cy - 403 G no estan
involucrados en la sobreexpresion de CCLS. Este ultimo resultado nos sugiere que
la distribucién de este haplotipo es frecuente en nuestra poblacién, sin embargo

tampoco estd asociado a la enfermedad con proteccion o riesgo a desarrollar AR]J.
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Con respecto al gen que codifica para IL-la se ha demostrado que ciertos alelos se
asocian a la presencia de erosion del hueso en modelos animales y en pacientes con
AR ©.12. E] SNP - 889 C/T en la regién 5' del gen de la IL-la. El cual se ha

observado que influye en la expresion de la IL-la %

Sin embargo, cuando analizamos las frecuencias de genotipos y alelos de este SNP
en casos y controles no observamos diferencias estadisticamente significativas.
Cuando se compararon las frecuencias entre casos y controles femeninos tampoco
se observaron diferencias estadisticamente significativas, no obstante, cuando se
compararon las frecuencias de genotipos y alelos entre los varones casos y
controles se encontrd asociacion con proteccion, OR: 0.47, IC. 022 - 0.99, X24.0 y
valor de p = 0.045, estos resultado se contraponen con lo observado en algunas
poblaciones como la Inglesa, donde este mostrd asociacion con susceptibilidad 50
Aunque estos resultados no han sido replicados en otras poblaciones, es posible
que las asociaciones observadas sean resultado de un desequilibrio de ligamiento
con el verdadero SNP involucrado en la susceptibilidad. Por lo que se requieren
esfuerzos en otras poblaciones, el analisis de otros SNPs existentes en IL-la,
ademas de IL-lp y el antagonista del receptor de IL-1, incrementar el tamafio de

muestra ya que el valor de p es de apenas 0.045.

Varios estudios de ligamiento han identificado que el brazo corto del cromosoma 6
esta involucrado en varias enfermedades autoinmunes '3 incluyendo a la AR14y
la ARJ u1s. Tanto el gen TAPBP como IKBL se encuentran en la banda 21 del brazo

corto del cromosoma 6.

El gen IKBL codifica para un inhibidor de NF-kp, mientras que el gen TAPBP lo

hace para una proteina de unidn al procesamiento de antigenos. Estudios previos
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en poblaciones en asiaticas y caucasicas han identificado SNPs en los genes IKBL 87

y TAPBP %, los cuales han mostraron evidencias de asociaciéon con AR].

En poblacion Japonesa se encontré que después de HLA-DRBI, el polimorfismo -
62 T/A localizado en la regién promotora del gen IKBL es la variante alélica de

susceptibilidad mas importante en AR.

En contraste con lo observado en poblacién adulta con AR, los estudios de
asociacion en nuestra poblacion mostraron que el alelo T del SNP - & T/A se
asocié con proteccion ya que la frecuencia alélica dio un resultado de riesgo de 0.70
con una significancia estadistica de p = 0015 y el genotipo T/T un OR de 044 con
una p de 0.0057. Esto quiere decir que este alelo en nuestra poblaciéon confiere
proteccion a pacientes y controles que tienen este genotipo. Mas importante el alelo
A confiere un riesgo de 143 con una p de 0.015, mientras que el genotipo A/A
confiere 2.26 veces mas de riesgo, esta controversia pudiera ser explicada porque la
AR y la AR]J se consideran como dos entidades diferentes o por heterogeneidad
genética entre las poblaciones, sin embargo se requieren mas estudios en AR] para

confirmar nuestros hallazgos.

Cabe aclarar que estudios funcionales han mostrado que el SNP - 62 T puede
inhibir la expresion de I[KBL, conduciendo a la expresion de NFkf3 y
consecuentemente a la expresion de genes involucrados en el proceso de la
inflamacioén. El alelo A disrumpe el sitio de union al represor transcripcional 5EF1,

por lo que IKBL se transcribe de manera normal e inhibe a NF-kf3 116,117, 115.
No obstante no existe una evidencia contundente del efecto de este SNP en la

expresion del gen IKBL, lo que sugiere que deben de realizarse mas estudios

funcionales con otras lineas celulares que puedan dar una mejor informacion 8.
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Finalmente el analisis del SNP 260 C/G (thr/ Arg) localizado en el exon 4 del gen
TAPBP, asociado a AR de adultos en dos poblaciones caucasicas de Reino Unido y
Estados Unidos % mostr6 diferencias estadisticamente significativas cuando se
compard la distribucién alélica y genotipica entre casos y controles mostrando un
OR de riesgo de 188 para el genotipo G/G, como previamente habia sido
reportado en poblacion caucasica, de esta manera este SNP estuvo asociado a
susceptibilidad en poblacion pediatrica mexicana con AR]J. Es importante comentar
que cuando se compararon por sexo los varones mostraron diferencias
estadisticamente significativas pero no las mujeres, el riesgo en los varones fue de
162 con un nivel de significancia estadistica de 0.036, cabe mencionar que este
valor si se corrige por la prueba de Bonferroni se pierde la asociacion alélica entre
el marcador y la enfermedad, esto en su caso puede sugerir que los varones tienen

un fondo genético diferente.

Hasta el momento no se sabe de que manera el cambio de una treonina por una
arginina afecta la funcién de la proteina. Se sabe que la proteina TAP es muy
similar a TAPBP y que cuando presenta alteraciones en su funcidn, los individuos
muestran infecciones cronicas en la infancia y manifestaciones autoinmunes en la
fase adulta de su vida '*9- Mutaciones en cualquiera de las subunidades de TAP
llevan a una reduccion en la superficie celular de moléculas de HL A clase 1. De esta
manera, citocinas que son producidas durante una infeccién crénica, pueden llevar
a la activacion de células T NK y a la lisis de células que expresan bajas cantidades
de moléculas de HLA, resultando en dafio a la piel y rifién, asi como a otras

manifestaciones autoinmunes 1191 2o.

Aunque el cambio de aminoacido Thr  Arg puede alterar la cantidad y calidad

de moléculas de HLA clase I, no se sabe como puede alterar la funcién de la
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proteina y estar involucrada en la susceptibilidad y causar autoimmunidad. De
hecho si el efecto fuera similar a lo que ocurre cuando TAP1 o TAP2 estin
alteradas, entonces habria una disminucién en las moléculas de HLA clase I en la
superficie de varios tipos celulares, sin embargo esto no se puede asegurar que
ocurra, ya que no hay reportes de mutaciones en el gen TAPBP que afecten la

presentacion de antigenos en moléculas de HLA clase L

Bukulmez H, y cols %. quienes identificaron el SNP 260 C/G asociado a ARJ
subtipo sistémico, sugieren que debido a que no se conoce cual es la repercusion
del SNP en la actividad de la proteina puede aseverar que este SNP éste
involucrado en la susceptibilidad. De hecho ellos sugieren la posibilidad que el
alelo 260 Arg pueda estar cercano a otro SNP del gen y formar parte de un
haplotipo que contribuya en la susceptibilidad a la AR], o estar en desequilibrio de
ligamiento con el verdadero SNP ubicado en otro gen. El gen candidato cercano a
TAPBP es el gen Daxx, el cual codifica para una proteina efectora de ligando de Fas
y del factor de crecimiento transformante involucrados en la regulacion de la
muerte celular programada o apoptosis 121122, Dado lo anterior, es importante
analizar este y otros genes para determinar la contribuciéon de cada uno de ellos en

la patogenia de AR]J.
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Conclusiones

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs mostraron diferencias

significativas a las reportadas en otras poblaciones.

Los SNP individuales - 28 C/G, - 109 C/T y - 403 G/A de CCL5 no
mostraron evidencia de asociacion, lo que sugiere que estos SNPs no estan

involucrados en la susceptibilidad a AR]J en poblacion pediatrica mexicana.

Los diferentes haplotipos obtenidos de la combinaciéon de los tres SNPs
analizados de CCL5 tampoco mostraron diferencias estadisticamente en la

poblacion de estudio.

El SNP - 889 C/T del gen IL-la a diferencia de lo reportado mostr6
evidencia de protecciéon en los varones con ARJ y no en mujeres, sin

embargo cuando se corrigio el valor de p se perdio la asociacion.
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» Asi mismo, en contraste con lo reportado en otras poblaciones, el
polimorfismo - 62 T/A de IKBL mostré evidencia de proteccion en la

poblacién general con AR] y en varones.

» EI SNP no sinénimo 260 C/ G exon 4 de TAPBP, el cual cambia una treonina
por una arginina en la proteina, esta asociado a la susceptibilidad a AR] en
nuestra poblacién, sin embargo, no se descarta la posibilidad de que este
SNP este en desequilibrio de ligamiento con la verdadera variante causante

de la enfermedad.

» Con estos estudios estamos colaborando en el descubrimiento de genes
involucrados en la etiologia de la enfermedad en la poblacion pediatrica

mexicana con AR].



Perspectivas

Aumentar el nimero de muestra de los pacientes con AR]J

Realizar en aquellos SNPs donde se reconoce el efecto de los cambios de

nucleotido a nivel de proteina

Analizar la cantidad de diferentes proteinas en el liquido sinovial asi como
el RNAm de pacientes con AR] que tengan diferentes variantes alélicas del

mismo gen.

Incrementar el nimero de SNPs analizados y construir haplotipos de cada
uno de los pacientes, asi como realizar estudios con programas
bioestadisticos y bioinformaticas para analizar el desequilibrio de

ligamiento.
Analizar mediante microarreglos de SNPs para conocer cuales son los
demas SNPs que estan involucrados en la susceptibilidad, protecciéon y o

severidad de la enfermedad.

analizar los mismos pacientes de acuerdo al subtipo de la enfermedad

(correlacion genotipo - fenotipo)

Realizar estudios de TDT.
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APENDICE

Reactivos

Agarosa. Volumen final 100 m.l

1% de agarosa
Aforar con 9 con buffer TBE
Marcador de peso molecular: DNA ladder 50-1350 pb

Buffer Tris, borato y EDTA (TBE 10X). Volumen final =1 Lt

108 grs de Tris-base
55 grs de acido boérico
4m1de 05 M de EDTA, pH 80

Aforar a un Lt con agua desionizada
Acarreador.
Azul de bromofenol al 0.25%

Xilencianol al 0.25%
Ficoll 15%
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