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Resumen

Objetivos: Identificar biomarcadores de susceptibilidad para AIJ poliarticular y AR de
instalacion temprana por estudio del polimorfismos de MHC/HLA-DRB1* y PTPN22.
Materiales y métodos: Se realizo un estudio de casos y controles con una relacion
1:2. Todos los sujetos de investigacion y los controles provinieron de una corta anidada
perteneciente a un proyecto institucional; 30 pacientes con Al y 30 con AR de instalacion
temprana. Como controles se estudiaron 60 individuos sanos. El ADN se obtuvo por salt-
ing out modificado. La tipificacion de los alelos MHC/DRBI* se realizé por PCR-SSP y en
el polimorfismo (C1858T) del sistema PTPN22 se utilizé PCR-RTq.

Resultados: Para Al Poliarticular, el alelo DRB1*0404 se asocié con susceptibilidad
(OR=10.82; p<0.05), en el grupo con AR de instalacion temprana, DRB1*0101 se mostro
como marcador de susceptibilidad (OR=4.04; p<0.05). Se destaca que el alelo HLA-
DRB1*0701 aparece como marcador protector para ambas patologias (OR=0,15; p<0,05).
El polimorfismo del SNP (C1858T) PTPN22 no se asocié con Al] Poliarticular. En con-
traste, en AR de instalacion temprana, el Alelo CC se asocié con proteccion p<0.05. En el
mismo grupo, CT/TT se mostrdé como un marcador de susceptibilidad <0.05. El andlisis de
la secuencia aminoacidica 70QRRAA74 del epitope compartido se asocid con susceptibili-
dad para ambas entidades (p<0.05) y la secuencia 70DRRGQ74 con proteccion en ambos
grupos de pacientes (p<0.05).
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INTRODUCCION

Conclusion: Se destaca que en la asociacion con la secuencia del epitope compartido, la
ubicacion del tipo de aminodcido y posicion del mismo define probable asociacién como
marcador molecular de susceptibilidad en ambas entidades. Los polimorfismos comparti-
dos sugieren un origen genético comiin para ambas entidades.

Palabras clave: Artritis idiopatica juvenil poliarticular (AlJ), artritis reumatoide
(AR) de instalacion temprana, PTPN22, HLA-DRB1, polimorfismos, alelos, epitope
compartido (SE).

Abstract

Objectives: To identify polymorphisms of MHC/HLA-DRB1* and PTPN22 systems as a
genetic biomarker of susceptibility to JIA poliarticular and early installation RA. Mate-
rial and methods; This was a pilot case control study with a relation of 1:2. Patients and
control individuals involved in this study were selected from a nested cohort from an
institutional previous RA/JIA project. The sample was represented by thirty patients with
JIA and 30 diagnosed with early installation RA. Sixty unrelated healthy individuals were
involved as a control DNA Isolation was obtained by a modified salting out technique. The
oligotyping of the MHC/DRB1* alleles was performed by PCR-SSP and the typing of the
PTPN22 polymorphism was done by RT-PCR.

Results: The DRB1*0404 allele was associated with susceptibility to [IA(OR=10.82, P<0.05).
In the early installation RA group the DRB1*0101 allele was showed as a marker of sus-
ceptibility to JIA patients (OR=4.04, P<0.05). It is noteworthy that the HLA-DRB1*0701
appears as a possible protective marker for both diseases (OR=015, p<0.05). The polymor-
phism of (C1858T)PTPN22 was not associated with poliarticular JIA. In contrast, in the
early installation RA group of patients, the CC PTPN22 polymorphism was found to be as
a protective marker (p<0.05). On the other hand, the amino acid sequence 70QRRAA74 of
the share epitope was a marker for susceptibility to both entities (p<0.05) By contrast, the
sequence 70DRRGQ74 of the same epitope was showed as a possible marker for protection
on both entities (p<0.05.).

Conclusion: The model that was used for searching association between the shared epit-
ope -region 70-74 of the DRB1* alleles and these two entities showed the importance of the
location and also the type of amino acid in those positions. The polymorphisms found as
molecular markers of susceptibility for both entities suggested a common origin and could
suggest its probable roll as a molecular marker of susceptibility.

Keywords: juvenile idiopathic arthritis (JIA), poliarticular, early installation reu-
matoid arthritis, PTPN22, HLA-DRB1, polymorphisms, alleles, shared epitope(SE).

diferencia de artritis reumatoide del adulto
(AR). AlJ presenta variantes clinicas, lo que

Las enfermedades autoinmunes afectan
aproximadamente entre el 5 al 10 % de la
poblacion mundial. Entre las mas frecuen-
tes se destacan artritis idiopatica juvenil
(AI]) en poblacion pediatrica y artritis
reumatoide en el adulto (1). En la practica
reumatologica pediatrica, AlJ es la entidad
menos estudiada inmunogenéticamente, a
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la hace mads interesante para estudiar desde
el punto de vista genético (fenotipos y en-
dofenotipos) (2). Por definicidn, el inicio de
esta ultima ocurre antes de los 16 afos de
edad y esta clasificada en diferentes grupos
clinicos bajo criterios de EULAR: AlJ oli-
goarticular, AlJ.

Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2013; 29 (2): 183-200



BIOMARCADORES GENETICOS DE LOS SISTEMAS MHC/HLA-DRBl* Y PTPN22 ASOCIADOS A ENFERMEDAD REUMATICA: ARTRITIS IDIOPATICA
JUVENIL Y ARTRITIS REUMATOIDE DE INSTALACION TEMPRANA. UN ENFOQUE ANALITICO EN UN ESTUDIO PILOTO

Poliarticular y AIJ sistémica (3, 4). El diag-
nostico es basicamente clinico. El Colegio
Americano de Reumatologia establecié en
1977 criterios diagnosticos para artritis reu-
matoide. Esta es una enfermedad autoin-
mune inflamatoria y sistémica, cuya causa
aun no ha sido precisada. Varios factores
son importantes en su patogenia, entre ellos
los genéticos, y en particular aquellos aso-
ciados con los sistema MHC y PTPN22 (5).

La patogénesis de la enfermedad puede
determinarse por alteraciones a nivel del
complejo trimolecular, constituido por un
antigeno putativo, el receptor de linfocitos
T (TcR) y el Complejo Mayor de Histocom-
patibilidad (MHC). La carga genética se ve
influenciada por la interacciéon de numero-
sos sistemas genéticos, como son los genes
de los sistemas PTPN22 (C1858T) y MHC/
DRB1%(6). La existencia de regiones cromo-
somicas asociadas a numerosas enferme-
dades autoinmunitarias con expresion ge-
nética similares entre ellas deja entrever la
existencia de factores genéticos comunes en
el desarrollo de estados de autoinmunidad.
En los ultimos afos se han producido gran-
des avances en el conocimiento de estos po-
sibles marcadores

genéticos, entre ellos el gen PTPN22, el cual
es un importante regulador de la respuesta
de los linfocitos. La existencia de marcado-
res genéticos asociadas a enfermedades au-
toinmunes con expresion genética similares
entre ellas permite suponer la existencia de
factores genéticos comunes con los meca-
nismos de autoinmunidad en estas entida-
des (6).

Varios genes han sido implicados en las en-
fermedades autoinmunes, resultantes de
estudios en familia en los que se ha observa-
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do un alto grado de segregacidon, mostran-
do patrones de expresion similares mas no
idénticos para AI] y AR(7).

Esta bien establecida la asociacion en dife-
rentes grupos étnicos del polimorfismo del
exon DRB1¥04 con susceptibilidad en AR
y AIJ. En familias se ha demostrada la se-
gregacion de los haplotipos que contienen
el DR4, lo cual confiere un riesgo relativo
de 4.6 para AR. En algunos grupos étnicos,
como en indios, paquistanies e israelitas, la
asociacion no es con el DR4, sino con el DR1,
DR6 0 DR10, lo mismo que en los caucésicos,
africanos u orientales (8,10). Es evidente
que ciertos subtipos del exén DRB1, *0401,
*0404, *0405, *0408, condicionan la suscepti-
bilidad para AR en caucasicos y que los ale-
los parecen conferir proteccion. Estos datos
indican que la variacion estructural en cier-
tos sitios de la cadena DRB1 y sus efectos en
el reconocimiento de los linfocitos T estan
muy relacionados con la inmunopatogenia
en AR. Se predice que ciertos aminodacidos
ubicados en la tercera region hipervariable
del primer dominio DRB1 interactian con
el péptido que se une al nicho del antigeno
clase 'y con el TCR (8, 12, 13).

Desde el informe de Stastny se han repor-
tado varios alelos MHC/DRB1* asociados
a esta entidad, los cuales comparten la se-
cuencia aminoacidica 70-74 de la cadena
beta en la molécula HLA-DR, tales como
("QRRAA™, "RRRAA™, "QKRAA”). Esta re-
gion se ha denominado epitope comparti-
do, el

cual se encuentra dentro de la fosa de an-
claje al péptido, y esta involucrado directa-
mente en la presentacion antigénica, lo cual
sugiere un mecanismo que explicaria la sus-
ceptibilidad a la enfermedad (14).
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Algunos estudios han demostrado en po-
blaciones del Caribe, africana, europea y
anglosajona alelos que siguieren proteccion
a la enfermedad. Estos datos también se
presentan en poblacién de China y japonesa
(2,8,15,17, 18).

Con relacion al sistema PTPN22 se ha des-
crito la asociacion entre el alelo C1858T
PTPN22 con AR (susceptibilidad). Este ale-
lo se comporta como un factor de riesgo en
aproximadamente el 28% de los pacientes
con AR. Este alelo posee una region rica en
prolina (P1), la cual es importante para la
interaccidon con proteinas cinasas CSK, en-
zima importante en la diferenciaciéon y fun-
cién de los linfocitos T (5, 11). La mayoria de
estos estudios han sido llevados a cabo con
pacientes caucasicos y anglosajones. Muy
pocos son los

trabajos realizados en grupos multiétnicos
y ninguno en la poblaciéon del Caribe co-
lombiano (7, 12, 18, 19).

Estudios de secuenciacion de estos alelos,
en las muestras de pacientes caucasoides
que sufren de AR y AlJ poliarticular, han
revelado un incremento en la expresion de
las frecuencias de los alelos DR31*0401 y
*0404 para ambas entidades. Igual hallaz-
go se encontrd para el alelo DR1* 0405 en
pacientes japoneses. Lo anterior permite so-
portar el concepto de que AlJ poliarticular
estd estrechamente asociado, desde el pun-
to de vista genético, con AR en el adulto. De
otra parte, desde el punto de vista clinico,
el cuadro sindromatico y varios marcado-
res serologicos de autoinmunidad son muy
similares. Es importante resaltar que en la
literatura se han informado, tanto por noso-
tros como por otros grupos, secuencias del
epitope compartido similares entre ambas
enfermedades (8, 12, 19-22).
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En los ultimos afios se han descrito aso-
ciaciones de genes comunes como el SNP
Funcional PTPN22 (C1858T), el MHC/ HLA
DRB1* y de DQB1*con AR y AlJ, ademas
de otros genes, tales como PDCD1, FCRL3,
SUMO4, CD25, PADI4 y SLC22A4 (5, 18,
23-26).

Enlo que respecta al sistema PTPN22, la lite-
ratura muestra varios informes que asocian
polimorfismos de este sistema como factor
de riesgo para el desarrollo de multiples en-
fermedades autoinmunes (27). Este gen ha
sido sefialado como un factor de riesgo im-
plicado en la produccién de autoanticuer-
pos, ya que las enfermedades autoinmunes
con las que muestra asociacion son aquellas
en las que los anticuerpos son sumamente
importantes en su fisiopatologia.

Algunos estudios mencionan una posible
interaccion del gen PTPN22 (C1858T) con el
MHC/HLA-DRB1* y de estos con el medio
ambiente como caracteristicas dominantes
comunes en el desarrollo de la artritis reu-
matoide y artritis idiopatica juvenil poliar-
ticular (30, 31). Aproximadamente un 42 %
de la susceptibilidad para la presencia de
AR corresponde a un componente genético
con un mayor porcentaje del Sistema MHC/
HLA-DRBI, el gen donde el PTPN22 se ha
encontrado mayormente asociado con sus-
ceptibilidad en poblaciones ancestrales del
norte de Europa, con un riesgo atribuible
de aproximadamente del 8 % (29-33). El
gen PTPN22 codifica la fosfatasa linfoide de
la tirosina, la cual es una proteina con una
funcion potencial en regulacion de umbra-
les para activacion de los linfocitos By T, de
ahi la hipdtesis de una posible interaccion
entre ellas (32-36).

Se ha propuesto que el polimorfismo
PTPN22 (C1858T) esta asociado con suscep-
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tibilidad por una falta de supresion para las
células de T autorreactivas, lo cual predis-
pone a autoinmunidad. La variacion en el
gen podria, por lo tanto, predisponer a AR,
creando un ambiente permisivo para una
alteracion de la inmunomodulacion y una
respuesta hacia las propias proteinas (37).

El objetivo de este estudio fue identifi-
car polimorfismos de los sistemas genéti-
cos MHC/HLA-DRB1* y PTPN22 (SNP's
C1858T) en una muestra que incluyo dos
grupos de pacientes colombianos que su-
fren de AIJ poliarticular y AR de instalacion
temprana con el propdsito de asociarlos
como marcadores de susceptibilidad para
desarrollar artritis idiopatica juvenil poli ar-
ticular y artritis reumatoide de instalacion
temprana.

MATERIALES Y METODOS

Este fue un estudio analitico de corte trans-
versal de casos y controles con una relacién
1:2. Cada uno de los sujetos en el estudio
firmo el consentimiento informado, previa-
mente aprobado por el Comité de Bioética
de la Fundacion Universitaria del Norte.

Pacientes

Se involucraron dos grupos de estudio: 30
muestras de pacientes con artritis idiopati-
ca juvenil (AlJ) poliarticular y 30 de pacien-
tes con artritis reumatoide de instalacion
temprana. Las muestras se tomaron al azar
usando un numero impar y provinieron de
una cohorte anidada previamente consti-
tuida en la ciudad de Barranquilla, del pro-
yecto de Colciencias referenciado: 1215-343-
19299. El principal criterio de inclusion fue
cumplir con los criterios diagnosticos para
AlJ poliarticular y AR de instalacion defini-
dos por la ACR y ILAR (38-40).
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Controles

El grupo control estuvo representado por
60 sujetos, clinicamente normales, no rela-
cionados familiarmente con los pacientes
con (Al]) poliarticular o AR de

instalacion temprana, provenientes de la
misma corte, que no tenian antecedentes
de enfermedad autoinmunes personales
o familiares de alérgicas. Ademads se tuvo
en cuenta la edad, el género y condiciones
sociodemograficas cotejadas con los pacien-
tes.

Identificacion de los alelos MHC/ DRB1*

El ADN de los pacientes y los controles se
aislo a partir de linfomononucleares de san-
gre periférica por el método de Salting Out
modificado (38). La Tipificacion Molecular de
los alelos MHC/HLA Clase-1I: (DRB1*) se rea-
liz6 por la técnica de PCR-SSP con sondas
de secuencia especifica (BIOTEST). Se tipifi-
c6 el exon 2 de la cadena 31 del alelo HLA-
DRB1(39).

Identificacion de los alelos del
(C1858T) PTPN22

El polimorfismo del alelo C1858T- PTPN22
(Roche) se estudié por Rtq-PCR (120). La ge-
notipificacion molecular del alelo PTPN22
polimorfismo (C1858T), homocigoto silves-
tre (C/C), heterocigoto mutado (C/T) y ho-
mocigoto mutado (T/T) se realiz6é con son-
das de hibridacion-PCR en Tiempo Real en
el equipo LightCycler® 2.0 Carousel-Based
System (Laboratorio Roche, division Roche
Molecular Biochemicals).
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Analisis de las secuencias del epitope
compartido en AIJ poliarticular y AR
de instalacion temprana

A partir de las secuencias aminoacidicas de
la region 70-74 de los diferentes alelos que
portan el epitope compartido se llevo a cabo
un andlisis in silico. Para ello se escogieron
solo aquellas secuencias aminodcidicas con
significancia estadistica, que se mostraron
asociadas a susceptibilidad o proteccion en
AlJ poliarticular y AR de instalaciéon tem-
prana. El analisis permiti6 una clasificacion
arbitraria apoyada en el papel que los ami-
noacidos

pueden cumplir en el reconocimiento anti-
génico. Se implemento la siguiente clasifi-
cacion:

1. Secuencias: de alelos HLA-DRB1* con
(SE) de proteccidon para ambas patolo-
gias: AlJ poliarticular y AR de instala-
cién temprana.

2. Secuencias de alelos: HLA-DRB1* con
(SE) de susceptibilidad para ambas
patologias: AlJ poliarticular y AR de
instalaciéon temprana.

3. Secuencias de alelos HLA-DRBI*
con (SE) que muestran aminodcidos
neutros para ambas patologias (Al])
poliarticular y AR de instalacion tem-
prana.

4. Otras secuencias de alelos HLA-

DRB1* con (SE) presentes en los alelos
encontrados en ambas entidades.
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Anadlisis de las Secuencias de alelos HLA-
DRB1* con (SE) de proteccion para
ambas patologias: AI]J poliarticular y

AR de instalacion temprana

Las secuencias (SE) de alelos HLA-DRB1*
asociados a proteccion se clasificaron con
la convencion (F). Estas mostraron en la
posicion 70 el aminoacido D del bolsillo 4
en la molécula MHC-DRB1* y en cualquier
posiciéon de forma individual o repetida en-
tre las posiciones 71 a 74 del (SE) el aminoa-
cido (R) con un posible papel en el cambio
de conformacién espacial de la molécula al
momento de acoplar el antigeno. Se Siste-
matizd la siguiente agrupacion:

F: epitopes compartidos con el aminoacido (D).

F,: para las secuencias (D/RR/).
F,: para las secuencias (D/R/)).
F,: para las secuencias (DRR//).

/: Cualquier otro aminodcido diferente a (D)
o (R) dentro del (SE).

Secuencias de alelos HLA-DRB1* con
(SE) de susceptibilidad para ambas
patologias: AIJ poliarticular y AR de
instalacion temprana

Las secuencias (SE) de alelos MHC/HLA:
DRB1* asociados a susceptibilidad se cla-
sificaron con la convencion de la letra (S);
ellas poseen en la posicion 70 el aminoacido
(Q) y en cualquier posicién el aminoacido
(R) entre las posiciones 71 a 74 del (SE). Se
sistematizo la agrupacion de la siguiente
forma:

S: epitope compartido con el aminoacido

(Q) en la posicion 70 del bolsillo 4 de la mo-
lécula MHC/HLA-DRB1*.
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S,: para las secuencias (Q/R//).
S,: para las secuencias (Q/R/R).
S,: para las secuencias (QRR//).

/: Cualquier otro aminodcido diferente a (Q)
o (R) dentro del (SE).

Secuencias de alelos HLA-DRB1* con
(SE) y demas aminoacidos neutros para
ambas patologias: AIJ poliarticular y AR
de instalacion temprana

Secuencias de aminoacidos con un papel
neutro que no se pudieron asociar con pro-
teccion o susceptibilidad para las patolo-
gias (Al]) poliarticular y AR de instalacion
temprana. Se sistematizo la siguiente agru-
pacion:

X,: Secuencias (neutras).

Una vez identificadas y determinadas las
secuencias de proteccion o susceptibilidad
segun la clasificacion arriba descrita, se de-
cidié realizar la sumatoria (}) de las secuen-
cias proponiendo la siguiente convencion:

Para las secuencias con el aminoacido (D)
en la posicion 70 seguido del aminoacido
(R) en cualquier posicion del (SE) asociadas
a proteccion, con la convencion de (-) en
ambas patologias: AlJ poliarticular y AR de
instalacion temprana, entonces la sumato-
ria de (SE) de posible proteccion con la con-
vencion de (F) fue representada como: Y F ©.

Para las secuencias con el aminoacido (Q)
en la posicion 70 seguido del aminoacido
(R) en cualquier posicion del (SE) asociadas
a susceptibilidad, con la convencion (+) en
ambas patologias: AlJ poliarticular y AR de
instalacion temprana, se hizo la sumatoria
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de (SE) de posible susceptibilidad con la
convencion de (S), quedando representado
como: Y.S @,

Esta clasificacion ayudo a calcular y propo-
ner de manera global el papel del (SE) en
las dos patologias, considerandolo como un
posible sistema comiin para ambas patologias.

Lo anterior, dentro del modelo que se usd,
permitié agrupar las secuencias a la si-
guiente convencion:

1. Epitopes compartidos asociado a protec-
cién con el signo (-),lo cual quedo con la
convencion ySE©

2. Epitopes compartidos asociado a suscep-
tibilidad con el signo (+), que quedd con la
convencion y.SE

3. Epitopes compartidos de secuencias neu-
tras sin un papel aparente: X

El modelo anterior permitid finalmente el
analisis de la secuencia aminoacidica (70-
74) del epitope compartido del bolsillo 4 de
MHC/DRB1*:

YSE ©: F1+F2+F3
YSE ©: §1+52+S3

X

1

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd usando los
programas estadisticos SPSS 11.5 y Epilnfo
version 6.0 para el andlisis de asociacion en
cuanto a OR, intervalo de confianza y valor
de p (X?, correccion de Yates y Fisher).
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Para la asociacion de los polimorfismos en
AR de instalacion temprana y AlJ poliarti-
cular se construyeron tablas de contingencia
(2x2). Se calculd el OR y se considerd signi-
ficativo aquel con un IC del 95% y un valor
de p<0.05. Se contrasto la hipotesis de aso-
ciacion mediante un test de x% con su res-
pectivo valor de p<0,05, con un IC del 95%.
Se tuvo en cuenta el test exacto de Fisher y
se calculd el valor de p corregido de Yates
en aquellos casos en los que la frecuencia
esperada fue menor de 5 (Test de Yates) y
menor de 3 (Test Exacto de Fisher). Se uti-
liz6 correccion de Bonferroni como un mé-
todo usado para contrarrestar el problema
de las comparaciones multiples. Para deter-
minar el equilibrio de Hardy Weinberg se
utilizo la calculadora virtual para pruebas
de comprobacion biologica de estudios de
aleatorizacion mendeliana de la American
Journal of Epidemiology (Hardy-Weinberg

calculadora incluyendo el andlisis de sesgo
de evaluacién.

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

190

RESULTADOS

Frecuencias alélicas del exon HLA-DRB1*
mas frecuentemente expresadas en pacien-
tes con AIJ poliarticular y AR de instala-
cion temprana y sujetos controles

Enla tablal se observa que los pacientes que
sufren de AlJ poliarticular expresaron mas
frecuentemente el alelo MHC/HLA-DRB1*
0301, seguido de los alelos DRB1*0404 y
DRB1*0405 (8 %). Para los pacientes con AR
de instalacion temprana, el alelo DRB1*0101
se mostrd como el mas frecuente ( 20 %,) se-
guido del DRB1*1501, con un 12 %. Otros
alelos expresados en este grupo de pacien-
tes fueron DRB1*0301 (10 %) y DRB1*0901,
con un 8 %.

El alelo HLA-DRB1*0404 se comport6 como
un posible marcador de susceptibilidad
para AlJ poliarticular (OR=10.82; IC: 1.18-
250.67; p=0,016.) Se destaca que DRB1*0701
se mostré como un marcador de proteccion
tanto para AlJ poliarticular (OR= 0.15; IC:
0.02-0.71); p=0.011) como para AR de ins-
talacion temprana (OR= 0.15; IC: 0.02-0.71
p=0.011) y el alelo HLA-DRB1*0101 como
un posible marcador de susceptibilidad
para AR de instalacion temprana (OR=4.04;
IC: 1.37-12.19) p=0,007.

Secuencia aminoacidica del epitope com-
partido (posicion 70-74) del exon DRB1*
y su asociacion con artritis reumatoide de
instalacion temprana
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Tabla 1. Alelos MHC/DRB1* mas frecuentemente expresados en pacientes
con AlJ poliarticular y AR de instalacion temprana

AlJ
HLA-DRB1* POLIA(RTK):ULAR CONTROTES OR Valor de p INS:;:'ZEION CONTROTES OR Valor de p
TEMPRANA
N=30 (%) N=60 (%) N=30 (%) N=60 (%)
DRB1*0101 3 (5) 7 (6) 0.85 0.559* 12 (20) 7 (6) 4.04 0.007**8
DRB1*0103 0(0) 4(3) 0.00 0.194* 1(2) 4 (3) 0.49 0.459*
DRB1*0301 6 (10) 8 (7) 1.56 0.304* 6 (10) 8 (7) 1.56 0.304*
DRB1*0401 1(2) 1(1) 2.02 0.556* 3(5) 1(1) 6.26 0.108*
DRB1*0402 3(5) 0(0) Ind 0.035* 2(3) 0(0) Ind 0.109
DRB1*0404 5 (8) 1(1) 10.82 0.016* 2(3) 1(1) 4.10 0.258*
DRB1*0405 5 (8) 1(1) 10.82 0.016* 0(0) 1(1) 0.00 0.666*
DRB1*0407 2 (3) 3(3) 1.34 0.540* 2(3) 3(3) 1.34 0.540*
DRB1*0408 1(2) 0 (0) Ind 0.333 2 (3) 0(0) Ind 0.109*
DRB1*0411 2 (3) 3(3) 1.34 0.540* 0(0) 3(3) 0.00 0.293*
DRB1*0701 2 (3) 22 (18) 0.15 0.011*8 2 (3) 22 (18) 0.15 0.011**8
DRB1*0801 0(0) 6 (5) 0.00 0.084* 0(0) 6 (5) 0.00 0.089*
DRB1*0802 2 (3) 1(1) 4.10 0.258* 1(2) 1(1) 2.02 0.556*
DRB1*1101 4(7) 6 (5) 1.36 0.440* 2(3) 6 (5) 0.66 0.465*
DRB1%1102 0 (0) 7 (6) 0.00 0.055* 0 (0) 7 (6) 0.00 0.055*
DRB1*1104 1(2) 2(2) 1.00 0.706* 0(0) 2(2) 0.00 0.528*
DRB1*1303 3 (5) 2(2) 3.1 0.207* 2 (3) 2(2) 2.03 0.407*
DRB1*1304 0 (0) 1(1) 0.00 0.666* 0 (0) 1(1) 0.00 0.666*
DRB1*1305 1(2) 1(1) 2.02 0.556* 0(0) 1(1) 0.00 0.666*
DRB1*1402 2(3) 1(1) 4.10 0.258* 0(0) 1(1) 0.00 0.666*
DRB1*1501 3 (5) 8 (7) 0.74 0.496* 7(12) 8 (7) 1.85 0.391**
DRB1%1502 2 (3) 1(1) 4.10 0.258* 0(0) 1(1) 0.00 0.666*
DRB1*1503 2(3) 0(0) Ind 0.109 3 (5) 0 (0) Ind 0.035*
DRB1*1602 1(2) 0(0) Ind 0.333 0 (0) 0(0) Ind Ind

Fuente: datos tabulados por los autores.
**Test de Yates; *Test Exacto de Fisher. B: Correcciéon de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) grado de libertad y correlacion

de 1.
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La tabla 2 describe los diferentes alelos del
Exon DRB1 que comparten la secuencia 70-
74 del bolsillo 4 de la tercera region hiperva-
riable de la cadena HLA-DRBI. Se encontré
al alelo DRB1*0701(DRRGQ) asociado a
protecciéon (OR=0,15; IC: 0,02-0, 71, p=0,01).
Los alelos DRB1*0101, 0404, 0405 y 0408,
que expresan una secuencia 70-74 QRRAA,
se asociaron a susceptibilidad (OR=4,48; IC:
1,56-10,37 p=0,001).

Para AlJ poliarticular, el alelo HLA-
DRB1*0701, cuya secuencia en la posicion
(70-74) del bolsillo 4 de la tercera region
hipervariable de la cadena HLA-DRB1* es
"DRRGQ™, y se expresd como un posible
marcador de proteccion (OR= 0,15; IC: 0,02-
0,71 p=0,01). Los alelos HLA-DRB1*0101,
*0404, *0405, *0408 y *1402, que compar-
ten una secuencia "QRRAA”, se asociaron
a susceptibilidad (OR=3,75; IC (1,58-8,13
p=0,005).

Tabla 2. Epitope compartido del bolsillo 4 del exén 3 (70-74) del alelo MHC/HLA-DRB1* y su asocia-
cién con artritis reumatoide de instalacion temprana y artritis idiopatica juvenil poliarticular

EPITOPE AR
ALELOS AlJ POLI
COMPARTIDO | INSTALACION NTROLE NTROLE
MHC/HLA- STALACIO CONTROLES | o | valor-p | arTicuLar | CONTROLES 1 op | valor-p
CLASE I DRB1* | POcket4 (70- | TEMPRANAn= |  n=120 (%) = 60 (%) n=120 (%)
' 74) 60 (%) ’

, 1304 *0103,
0402, *1302, DERRA 5 (5) 12 (10) 047 | 0,39 5(8.3) 12 (10) 082 | 092+

“1102

1303 DKRAA 2(3) 2(3) 2,03 | 0,60* 3(5) 2(3) 311 | 034
1101, *1104, X N
“1308, 1602 DRRAA 2(3) 10 (17) 0,38 | 0,34 7 (12) 10 (17) 1,45 | 0,65
*0801, *0802,

10803 DRRAL 1) 7(6) 0,27 | 0,27 2(3) 7 (6) 056 | 0,37*

0701 DRRGQ 2(3) 22 (37) 0,15 | 0,01™ 2(3) 22 (37) 0,15 | 0,01*®
#1501, *1502,

1503 QARAA 10 (17) 9 (15) 2,47 | 0,0* 7(12) 9 (15) 163 | 0,52

0401 QKRAA 3(5) 1(0.8) 6,26 | 0,21* 1(2) 1(0.8) 2,02 1,0*

0301 QKRGR 6 (10) 8 (6.6) 1,56 | 0,5 6 (10) 8 (6.6) 156 | 0,55
0101, *0404, 0,001** 0,005+
+0405. “0408 QRRAA 16 (27) 9(7.5) 4,48 . 14 (23.3) 9(7.5) 3,75 .
0407, *0411 QRRAE 2(3.3) 6 (5) 0,66 | 0,72* 4(6.6) 6 (5) 1,36 | 0,75

Fuente: datos tabulados por los autores.

**Correccion De Yates; *Test Exacto De Fisher; B: Correccion de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) grado de libertad y una
correlacion de 1.
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Analisis de asociacion de las frecuencias
alélicas del polimorfismo C1858T

de PTPN22 con AI]J poliarticular y

AR de instalacion temprana

La tabla 3 muestra las frecuencias alélicas
mas frecuentemente expresadas de estos
polimorfismos. En los pacientes con artri-
tis idiopatica juvenil poliarticular, los ale-
los mas frecuentemente expresados fueron
C/C (90 %), seguido de C/T, con un 6,7 %,
y T/T, con un 3,3 %. El polimorfismo C/C
(C1858T) se expresd como un alelo de pro-
teccion (OR=0,23; p=0,070543).

Para los pacientes que sufren de AR de ins-
talacion temprana, el alelo C/C fue el de
mayor frecuencia alelica (73,3 %), seguido
de C/T con un 20 %.

Este grupo de pacientes se encuentra en
equilibrio de HW, ya que estuvo por debajo
de 3,84, con un valor de p>0.05; los pacien-
tes con el alelo silvestre (C/C) se expreso con
un OR=0,06; p=0,0005%, y se lo sugiere como
un alelo de proteccion para AR. El alelo mu-
tado (C/T) mostré un OR=16,09; p=0,0037%,
lo cual indica que es un alelo asociado con
susceptibilidad en esta entidad. El calculo
de Bonferroni demuestra que la posicion de
los alelos del PTPN22, especificamente el
alelo mutante (CT), es un marcador de sus-
ceptibilidad para (AR) de instalacion tem-
prana, con un valor de p<0,025.

Tabla 3. Asociacién del polimorfismo (C1858T) de PTPN22 con AlJ poliarticular y AR reumatoide
de instalacién temprana

A AR DE
PTPN22 CONTROLES INSTALACION | CONTROLES
(C1858T) POLL’;E;'E/“')LAR N=60 (%) | OR | Valor-p TEMPRANA N=60 (%) | OR | Valor-p
° N=30 (%)
cc 27 (90) 50(983) | 023 |0,070543" 22 (73.3) 50(98.3) | 0,05 | 0.0005%
cT 2(6,7) 1(17) 31 | 0212881 6 (20,0) 1(17)  |16,09] 0,0037%®
T 1(3.3) 0(0,0) 0.1 | 0,154987* | 2 (no determinado) |  0(0,0) | 6,31 | 0,043114
Total 30 60 30 60

Fuente: datos tabulados por los autores.

**Test Yates, Ind: Indeterminado, *Test Exacto de Fisher, B: Correccion de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) grado de

libertad y una correlacién d 1.
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Analisis de asociacion entre los aminoaci-
dos que hacen parte del bolsillo 4 en la po-
sicion 70-74 del epitope compartido MHC/
HLA- DRB1*implicados en la susceptibi-
lidad o proteccion para las dos entidades:
AlJ poliarticular y AR de instalacién tem-
prana

La tabla 4 describe cémo el aminoacido de
la posicion (70) del bolsillo 4 de la region
hipervariable de la cadena DRB1, el cual
corresponde al aminodcido acido aspartico
(D), contribuye, en ambas patologias, como
un aminodcido de posible proteccion. Para
AlJ poliarticular, el aminoacido acido as-
partico (D) un OR=0,49; IC (0,25-0,97) y un
valor de p=0,0397* y se sugiere como posi-
ble

protector, y para artritis reumatoide de
instalacion temprana, el aminoacido (D)
un OR=0,22; IC (0,10-0,48) y un valor de

p=0,0000%, sugiriéndolo como posible pro-
tector para no presentar la enfermedad.
Con relacion al aminoacido Glutamina (Q),
en la posicion (70) del bolsillo 4 de la region
hipervariable de la cadena DRB1 se encon-
tr6 asociado como un aminodcido de posi-
ble susceptibilidad en las dos entidades cli-
nicas: AlJ poliarticular y AR de instalacién
temprana.

Para AlJ poliarticular, un OR= 2,0; IC (1,01-
3,96), con un valor de p=0,045%, y para artri-
tis de instalacion temprana un OR=3,71; IC
(1,84-7,53), con un valor de p=0,0001%, con
un posible papel en la susceptibilidad de
presentar la enfermedad. En pacientes con
artritis reumatoide de instalacion temprana
se encontrd asociado de posible susceptibi-
lidad a la enfermedad, con un OR=3,35; IC:
(1,02-11,30) y un valor de p=0,045** para
este grupo de pacientes colombianos.

Tabla 4. Andlisis de los aminoacidos que hacen parte del bolsillo 4 en la posicion (70) del epitope
compartido del MHC/HLA- DRB1* asociados con (AI]) poliarticular y AR de instalacion temprana

AMI:;)iiIDO AR
POSICION (70) PO?.II‘LR- CONTROLES REUM::: oPE CONTROLES
ggkmfzgﬁgg TICULAR | n=120 (%) OR | 1C:95% Valor-p | |NSTALACION | n=120(%) | OR | 'C:95% Valor-p
DL MHCHLA. | =60 (%) TEMPRANA
CLASE II: DRB1* n=60 (%)
D 22 (36,7) 65 (54,2) 049 | 025097 | 00397* 12 (20) 65 (54,4) 022 | 010048 | 0,0000*
30 (50) 40 (33,3) 200 | 1,01-396 | 0,045* 39 (65) 40(33,3) 3,71 | 1,847,53 | 0,0001*
R 8(13,3) 6 (5) 2,92 | 086-10,10 | 0,0735* 9(15) 6(48) 3,35 | 1,02-11,30 | 0,045
% 0(0) 9(7,5) 0,00 | 000-1,14 | 0,0234* 0(0) 9(7,5 0,00 | 000-1,14 | 0023
Total 60 (100) 120 (100) 60 (100) 120 (100)

Fuente: datos tabulados por los autores.

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

Demas Aminoacidos.
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Analisis de las secuencias del epitope
compartido ubicadas en la posicion

(70-74) del bolsillo 4 de los alelos
MHC/HLA- DRB1* implicados en la sus-
ceptibilidad o proteccion en las dos
entidades en un grupo de pacientes con
AIJ y AR de instalacion temprana

Notese en la tabla 5 como la secuencia [F,] se
sugiere como posiblemente asociada a pro-
teccion en pacientes con AR de instalacion
temprana, con un OR=0,18; IC (0,06-0,52) y
un valor de p<0,05. La secuencia (S,) se en-
contrd posiblemente asociada a susceptibi-
lidad, con un OR=2,74; IC (1,06-7,15) y un
valor de p<0,05. La secuencia (S3) se encon-
tré6 como un epitope de posible susceptibi-
lidad, con un OR=4,00; IC (1,56-10,37) y un
valor de p<0,05.

Sumatoria de las frecuencias de epitopes
compartidos del bolsillo (4) posicion (70-
74) del exon 4 de los alelos MHC: HLA-
DRB1* implicados en la susceptibilidad

o proteccion en las dos entidades en Al y
AR

Cuando se realizé la sumatoria de las se-
cuencias del epitope compartido (tabla
6), aquellas asociadas a proteccién (Y.SE*
):F +F+F,), tanto en AlJ poliarticular como
en AR de instalacion temprana, se encontrd
que esta es significativa, y se sugiere como
marcador protector en los pacientes con AlJ
poliarticular cuando el aminoacido pre-
sente en la posicion (70) correspondia a un
acido aspartico (D); OR=0,49; IC (0,25-0,97)
p<0,05, y para los pacientes con AR de ins-
talacion temprana igual con un OR=0,22; IC
(0,10-0,48) p<0,05. Al asociar el aminoacido
(R) precedido por (Q) en la posicién (70) con
las siguientes secuencias (XSE “:5+S+S,)
se encontro que este se asocio como marca-
dor de susceptibilidad para AlJ poliarticu-
lar: OR=2,00; IC (1,01-3,96) p<0,05. Igual sig-
nificancia para AR de instalacion temprana:
OR=4,31; IC (2,12-8,80) p<0,05.

Tabla 5. Secuencias del epitope compartido en la posicion (70-74) del bolsillo 4 del MHC/HLA-
DRB1* asociados con (AlJ) poliarticular y AR de instalacion temprana

SECUENCIAS DEL
EPITOPE COMPARTIDO A AR
(POCKET 4) POSICION DE
POLIAR- CONTROLES B CONTROLES
(70-74) EN LOS DOS TICULAR =120 (%) OR Ic Valor-p | INSTALACION =120 (%) OR Ic Valor-p
GRUPOS DE PACIENTES 60 (%) TEMPRANA
Y CONTROLES DEL ? n=60 (%)
ALELO HLA-DRB1*
F, 9 (15) 23 (19,2) 0,74 0,29-1,85 0,629* 5(8,3) 22 (18,3) 0,40 0,13-1,21 0,121*
F, 0 (0) 2(1,7) 0,00 0,00-8,24 0,553** 2 (3,3) 2(1,7) 2,03 0,20-20,84 0,602**
F, 13(21,7) 40 (33,3) 0,55 0,25-1,20 0,148* 5(8,3) 40 (33,3) 0,18 0,06-0,52 0,0005*8
S, 8 (13,6) 11(9,2) 1,52 0,52-4,40 0,548* 13 (21,7) 11(9,2) 2,74 1,06-7,15 0,0363*
S, 6 (10) 10 (8,3) 1,22 0,37-3,91 0,926* 7(11,7) 10 (8,3) 1,45 0,47-4,44 0,652*
S, 16 (26,7) 19 (15,8) 1,93 0,85-4,38 0,1256* 16 (26,7) 10 (8,3) 4,00 1,56-10,37 0,0021*®
X! 8(13,3) 15 (12,5) 0,37 0,15-0,92 0,031* 12 (20) 25 (20,9) 0,95 0,41-2,18 0,948*
Total 60 (100) 120 (100) 60 (100) 120 (100)

Fuente: datos tabulados por los autores.

*Test de Yates; **Test Exacto de Fisher.B: Correccion de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) grado de libertad y una correlacion
de 1.Aminoéacidos que conforman el cuarto bolsillo de unién (Pocket 4): D: Acido Aspartico; Q: Glutamina; R: Arginina. Cla-
sificacion De Secuencias: F,: (D/RR/); F, (D/R//); E, (DRR//); S,: (Q/R//); S, (Q/R/R); S, (QRR//); X': Demés Secuencias (Neutras).
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Tabla 6. Sumatoria de las frecuencias de epitopes compartidos del bolsillo (4) posicion (70-74) del
exon 4 del alelo MHC: HLA-DRB1* en los dos grupos de pacientes y controles implicados en la sus-
ceptibilidad o proteccion en las dos entidades en una poblaciéon Colombiana

SECUENCIAS DEL
EPITOPE COMPARTIDOS
Lii%i%lzlhlz?o(:if :N AWPOLIAR- | o\ TROLES Valor INSQFL:’\EION CONTROLES
LOS DOS GRUPOS DE T'CU"‘;R n=60 | 200 | R 1C:95% -p TEMPRANA =120 (%) OR C:95% | Valor-p
PACIENTES Y CONTROLES (%) n=60 (%)
DEL ALELO MHC/HLA-
CLASE Il: DRB1*
YSEO: F +F +F, 22 (31,4) 65 (54,2) 0,49 0,25-0,97 0,0397* 12 64 0,22 0,10-0,48 0,0000*®
YSE®: S,+8,+S, 30 (50) 40 (33,3) 2 1,01-3,96 0,0454* 36 31 4,31 2,12-8,80 0,0000*®
X, 8(13,3) 15 (12,5) 0,37 0,15-0,92 0,031* 12 (20) 25 (20,9) 0,95 0,41-2,18 0,948*
Total 60 (100) 120 (100) 60 (100) 120 (100)

Fuente: datos tabulados por los autores.

*Test de Yates; **Test Exacto de Fisher. B: Correccion de Bonferroni Ajustado<0,025 con un (1) grado de libertad y una correlacién
de 1. Aminodacidos que conforman el cuarto bolsillo de unién (Pocket 4): D: Acido Aspartico; Q: Glutamina; R: Arginina. Con-
vencién De Secuencias: F: (D/RR/); F, (D/R//); F, (DRR//); S: (Q/R//); S, (Q/R/R); S, (QRR//); X,: Demas Secuencias.; }’: Sumato-
ria de secuencias; SE ©: Epitope Compartido de Proteccién; SE®: Epitope Compartido de Susceptibilidad.

DISCUSION

Son muchos los sistemas genéticos impli-
cados en la susceptibilidad o proteccion
en AR de instalacion temprana y e AlJ po-
liarticular. Los resultados de este estudio
sugieren el papel de los polimorfismos de
dos sistemas genéticos: PTPN22 (C1858T) y
HLA-DRB1*, como marcadores de suscepti-
bilidad o proteccion en estas enfermedades
autoinmunes, lo cual se considera como un
hallazgo que permite suponer una posible
base genética comun en ellas.

La tipificacion de los alelos MHC/DRB1* en
el grupo de pacientes con AlJ poliarticular
mostro al alelo DRB1*0404 como un proba-
ble marcador de susceptibilidad para esta
entidad (OR=10.82; p<0.05). En las muestras
del grupo de pacientes con AR de instala-
cién temprana, el alelo HLA-DRB1*0101
se asocio como un marcador de suscepti-
bilidad (OR=4.04; p<0.05,). Se resalta que el

196

alelo HLA-DRB1*0701 se identifica como
un marcador de proteccion en ambas enti-
dades (OR=0,15; p<0,05). De otra parte, en el
sistema PTPN22, el polimorfismo (C1858T)
no se asocio con Al] poliarticular. En las ti-
pificaciones

de las muestras de pacientes con AR de ins-
talacion temprana, el polimorfismo CC se
sugiere como marcador protector (p<0.05) y
el polimorfismo CT/TT como marcador de
susceptibilidad (p<0.05).

En el andlisis de la secuencia aminoacidi-
ca "QRRAA™ se encontr6é que esta se aso-
ci6 como un marcador de susceptibilidad
para ambas entidades (p<0.05). En el mis-
mo sentido, la secuencia ’"DRRGQ" estuvo
asociada a proteccion en ambas entidades
(p<0.05). En la clasificacion del epitope
compartido que se us6 se muestra que el
aminoacido (Q) en la posicién 70 tiene un
posible papel para la susceptibilidad en am-

Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2013; 29 (2): 183-200




BIOMARCADORES GENETICOS DE LOS SISTEMAS MHC/HLA-DRBl* Y PTPN22 ASOCIADOS A ENFERMEDAD REUMATICA: ARTRITIS IDIOPATICA
JUVENIL Y ARTRITIS REUMATOIDE DE INSTALACION TEMPRANA. UN ENFOQUE ANALITICO EN UN ESTUDIO PILOTO

bas entidades (p<0.05). En esta misma posi-
cién, el aminodcido (D) sugiere proteccion
en ambas patologias (p<0.05). El analisis del
aminodcido (R) encuentra que, indepen-
dientemente de su posicion dentro del (SE),
este estaria asociado a susceptibilidad.

Los resultados de las asociaciones en los
dos sistemas genéticos: PTPN22 (C1858T) y
MHC/ DRB1%, con AR de instalacién tem-
prana y con AlJ poliarticular se comportan
con un patron similar al informado en la li-
teratura. Se destaca que a pesar del nime-
ro de pacientes estudiados se encontrd una
significancia estadistica en las asociaciones
con los biomarcadores genéticos.

Se desea resaltar que el modelo utilizado
para estudiar el epitope compartido mos-
tro en ambas entidades a los aminodacidos
guanina, arginina y aspartico como impor-
tantes marcadores de asociacion con la sus-
ceptibilidad o proteccion. Dichos aminoa-
cidos en la molécula MHC/HLA- DRB1%,
en razon a su carga eléctrica, podrian tener
un papel importante a través de las fuerzas
intermoleculares que interactdan, produ-
ciendo cambios en el espacio o conforma-
cién molecular del (SE), contribuyendo a la
presentacion antigénica de péptidos artrito-
genicos. Estos resultados permiten suponer
que los aminodcidos de la posicion (70) del
bolsillo 4 en el exén MHC/DRB1*, en ambas
entidades, conferirian a través de su poten-
cial electrostatico un acople con el

péptido artritogénico, debido al cambio con-
formacional. Estos polimorfismos, posible-
mente comunes en artritis reumatoide de
instalacién temprana y artritis idiopatica ju-
venil poliarticular, son moléculas que parti-
cipan en mecanismos cruciales de la cascada
inflamatoria en la fisiopatologia de la enfer-
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medad autoinmune, y a la vez estan implica-
dos en la activacion de linfocitos T CD4. Los
resultados obtenidos por nosotros en este
estudio muestran que los epitopes compar-
tidos (SE+) de los alelos (MHC/HLA-Clase
II: DRB1*) y el polimorfismo del (C1858T)
PTPN22 podrian considerarse como posibles
marcadores moleculares comunes.

En la literatura hay una escasa informacion
sobre la correlacion existente entre estos
dos sistemas genéticos como posibles genes
comunes para la presentacion y pronostico
de Al] poliarticular y AR de instalaciéon tem-
prana (34, 36, 37). Sin embargo, es necesario
comentar que debido a la estratificacion pre-
sente en una poblacién multiétnica, como es
la del Caribe colombiano, llevar a cabo un
estudio con un mayor nimero de pacientes
que involucre un andlisis de ligamiento fa-
miliar para PTPN22 y HLA-DRB1* en estos
pacientes afectados con las dos entidades,
podra validar estos resultados.
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