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1. RESUMEN EN ESPANOL.

Introduccioén.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune de origen multifactorial, donde
intervienen factores ambientales y genéticos. La regién clase Il del MHC, es la regién que
mas se ha asociado con riesgo a desarrollar AR, dentro de esta regién el locus
HLA-DRB1 es el mas importante. Varios alelos del locus HLA-DRB1 se han asociado con
riesgo para desarrollar AR. Sin embargo, el alelo asociado varia de acuerdo al grupo
etnico estudiado. Los alelos asociados comparten una secuencia de aminoacidos,
localizada en la cadena polipeptidica DRB1 de la molécula HLA-DR, ésta secuencia es
conocida como “epitope compartido” (EC). Adicionalmente, el locus HLA-DQB1 ( clase Il)
y los loci TNF-a y HSP-70 hom ( clase Il ) se han asociado con AR. En el presente
trabajo, se investigo la asociacién de los genes HLA-DRB1, DQB1, TNF- (-238, -308) y
HSP-70 hom con riesgo a desarrollar artritis reumatoide en una poblaciéon de mestizos
mexicanos.

MATERIALES Y METODOS.

Se incluyeron 84 pacientes mestizos mexicanos no relacionados con AR y 99 controles
sanos. Se analizaron variables demograficas, clinicas, el indice HAQ ( que evalia
capacidad funcional), y el indice DAS ( que evalia actividad de la enfermedad). Se
obtuvieron leucocitos de sangre periférica para la obtencion de ADN. La tipificacion
genérica del locus HLA-DRB1 y de DQB1 se realizé por PCR-SSO, y la tipificacion por
alta resolucién de los diferentes alelos HLA-DRB1 se realizé por PCR-SSP. Para la

tipificacion de los polimorfismos en los genes TNF-a ( -238 y —308) y HSP-70 hom , se



utilizé PCR-RFLP. El analisis de los datos se realiz6 con el software STATA7 y con el
software para analisis genéticos Alerquin v 1.1.

RESULTADOS. |

Se detectd un incremento en la proporcién de pacientes con AR que presentaron por lo
menos un alelo HLA-DRB1 que codifica para el epitope compartido ( p. = 0.0002, RM =
4.11C 95% = 2.2 — 7.7 ). El alelo HLA-DRB1*0404 fue el mas frecuente dentro de los
alelos que codifican para el epitope compartido ( pc = 0.006, RM = 4.02, 1IC95% = 1.76 -
9.99 ). Adicionalmente, la proporcién de pacientes con AR que presento por lo menos un
alelo HLA-DRB1 que codifica para el EC fue mayor entre el grupo de pacientes con niveles
elevados de FR ( p = 0.005) . Por otro lado, la proporcion de individuos con al menos un
alelo HLA-DRB1 que codifican para acido aspartico en la posicién B (D™®"), se encontr6
disminuida en los pacientes vs controles ( pc. = 0.001, RM = 04, IC 95% =0.2-0.7 ).
Ademas, se detectdé un incremento en la frecuencia del HLA-QB1*0302 entre los
pacientes con AR vs. controles ( p.=0.03, RM =197, IC 95% = 1.23 - 3.17 ), y se asocid
con inicio de la enfermedad a mas temprana edad. El alelo HLA-DRB1*0404 se encontrd
en desequilibrio de unién con el alelo HLA-DQB1*0302, y la frecuencia de éste haplotipo
fue mayor en los pacientes vs controles (p. = 0.006, RM =4.2,|IC 95 % = 1.85-10.45).
El analisis de Mantel-Haenszel, reveld que la asociacién del locus HLA-DRB1 es
independiente de la asociacion del locus HLA-DQB1. El alelo TNF238A se asocié con
los valores mas bajos del indice de actividad DAS.

CONCLUSIONES.

Los alelos HLA-DRB1 que codifican para el EC se asocian con riesgo para desarrollar AR,

el alelo mas frecuente fue el HLA-DRB1*0404. Adicionalmente, el alelo HLA-DQB1*0302



se asocia con riesgo a desarrollar AR. La asociacién del locus HLA-DRB1 y del locus
DQB1 es independiente, y afectan diferentes caracteristicas clinicas. Por otro lado,

existe un efecto protector para el desarrollo de AR de los alelos que codifican para el D7,



2. RESUMEN EN INGLES.

INTRODUCTION.

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease of multifactorial etiology, but in this
disease both genetic and environmental factors play an important role in its pathogenesis.
The best-studied genetic association in RA is that of the major histocompatibility complex
(MHC) class Il alleles. Several alleles of the HLA-DRB1 locus ( class Il ) have been
associated with the predisposition to develop RA; however, the associated allele varies
among different ethnic group. All of these alleles share a common sequence of amino
acids of the DRB1 polypeptide chain of the HLA-DR molecule and, is called “shared
epitope” (SE). Furthermore, the HLA-DQB1 locus ( MHC class I/l ), and class Il loci
(TNF-a. , HSP-70 hom ) have been associated with RA. In this study was tested the
association of the genes HLA-DRB1, DQB1, TNF-a (-238, -308), and HSP-70 hom with
risk to develop rheumatoid arthritis in mexican mestizo patients.

PATIENTS AND METHODS.

In the present study, were included 84 unrelated mexican mestizo patients with RA, and
89 unrelated controls. Demographic and clinical details were recorded, as well as
functional capacity ( HAQ questionnaire ), and disease activity score (DAS). Genomic
DNA was extracted from whole blood samples. Generic HLA typing was done by
PCR-SSO, and high resolution typing was done by PCR-SSP. The polymorphisms
TNF—-a -238, -308, and HSP-70 hom were detected by PCR-RFLP. Data analysis was
performed using both the STATA7 statistical package, and the Arlequin v 1.1. genetic

software.



RESULTS.

In this study the proportion of individuals carrying at least one HLA-DRB1 allele encoding
SE was significantly increased in RA cases as compared to controls (p. = 0.0002, OR =
4.1,95 % Cl = 2.2 - 7.7). The most frequently occurring allele was HLA-DRB1*0404 ( pc =
0.006, OR = 4.02, 95% CI = 1.76 - 9.99). Moreover, was observed a significantly
increased proportion of HLA-DRB1 SE+ cases with RF titers above the median ( p =
0.005). Conversely, the proportion of individuals carrying at least one HLA-DRB1 allele
encoding the D’** was significantly decreased among RA patients compared with controls.
(pc = 0.001, OR = 0.4, 95% Cl = 0.2 — 0.7 ). Additionally, the HLA-DQB1*0302 was
associated with risk to develop RA ( p. = 0.03, OR =1.97, 95% Cl = 1.23 - 3.17) and
with younger disease onset. Linkage disequilibrium (LD) was detected between the alleles
HLA-DRB1*0404 and DQB1*0302, and the haplotype HLA-DRB1*0404-DQB1*0302 was
significantly increased in RA cases as compared to controls ( p. = 0.006, OR = 4.2, 95%
Cl =1.85-10.45). The Mantel-Haenszel test showed that the association of HLA-DRB1
locus with RA was independently of the HLA-DQB1 locus. The TNF238A allele was
associated with the lower DAS values. Neither the TNF—a -308 nor HSP-70 hom were
associated with RA.

CONCLUSION.

The HLA-DRB1 alleles encoding the SE are associated with risk to develop RA, as well as
the HLA-DQB1*0302. Both the HLA-DRB1 locus and the HLA-DQB1 locus are associated
independently, and the effect of each locus on disease expression is different. On the
other hand, the HLA-DRB1 alleles encoding the D" are associated with protection to

develop RA.



3. INTRODUCCION

a. Regién del Complejo Principal de Histocompatibilidad

a.1 Organizacién genémica del MHC.

El complejo principal de histocompatibilidad del ser humano ( MHC, del inglés, Major
Histocompatibility Complex) abarca aproximadamente 4 Mb ( Megabases ) de ADN
(~0.1 % del genoma humano) vy se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 en la
banda 6p21.3. Mas de 220 genes han sido localizados en la regién del MHC vy
aproximadamente el 10 % de éstos estan relacionados con la respuesta inmune'>. El
MHC se divide en tres regiones llamadas clase /, clase Il y clase lll ( Figura 1).

Region de clase I. La regién de clase | es telomérica y se extiende 2 Mb de ADN
conteniendo 3 principales loci, los cuales son altamente polimérficos y codifican para las
moléculas HLA-AHLA-B y HLA-C que se expresan en la mayoria de las células
nucleadas. En la misma regién se localizan otros tres genes llamados no clasicos de
clase | que codifican para las moléculas HLA-E, HLA-F y HLA-G; son menos polimérficos
y se expresan en un numero limitado de células.

Las moléculas HLA clase | estan formadas por una cadena o y una cadena . Elgende
la cadena o esta formado por 6 o 7 exones. El exon 1 contiene la regién 5'no
traducida ( 5’'UTR) del mARN y codifica para la secuencia del péptido lider. Los exones
2,3 y 4 codifican para tres dominios llamados a1,a2 y a3, respectivamente (Figura 2)*; los
dominios a1 y a2 contienen los sitios polimérficos de unién a los péptidos antigénicos,
que son procesados y presentados por las células presentadoras de antigeno (CPA) y son
llamados dominios de unién al péptido. El dominio a3 es conocido como dominio similar

a la familia de las inmunoglobulinas. El exon 5 codifica para el péptido de conexién y para
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la regién transmembranal ( Figura 2 ). El exon 6 codifica para la region citoplasmatica y

el exon 7 contiene la regién 3" no traducida (3'UTR). El gen de la cadena B se localiza en

el cromosoma 15 y codifica la Bz-microglobulina (fzm).
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Figura 1. Mapa del MHC

Region clase ll. La regién de clase Il es centromérica y se extiende 0.8 Mb. En esta
region se localizan 5 loci que codifican para las siguientes moléculas de HLA: HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM y HLA-DO, asi como otros 4 loci de genes que participan en el
procesamiento de antigenos que son presentados por moléculas de clase |; éstos son los
genes LMP2 y LMP7 que codifican para sub-unidades del proteosoma y los genes TAP1

y TAP2 que codifican para proteinas de la familia de los transportadores ABC. Las
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moléculas de HLA clase |l estan formadas por 2 cadenas polipeptidicas oy  que se
expresan en las células presentadoras de antigenos, las cadenas polipeptidicas son
codificadas por dos genes diferentes HLA-DRB1 y HLA-DRA1, formados por 6 y 5
exones, respectivamente. El exon 1 de ambos genes contiene la region 5'UTR y codifica
para el péptido sefal; el exon 2 de cada gen codifica para el dominio a1y B1, este ultimo
formando la region polimérfica de las moléculas HLA-DR. En el caso de las moléculas
HLA-DQ ambos dominios contribuyen al amplio polimorfismo de estas moléculas. El exon
3 codifica para el dominio similar a las inmunoglobulinas en ambas cadenas y el resto de
los exones codifican para las regiones transmembranal, péptidos de conexién, cola

citoplasmatica, y la region 3'UTR se localiza en el tltimo exon (Figura 3)°.

Gen clase | o

-

E2 E3 E4 ES E6 E7

+Qola _
citoplasmaética

Cromosoma 15

A

E = Exon.

TM = Regién transmembrana. Moktita HEA ‘claas |

UTR = Regién no traducida

Figura 2. Relacion de los exones 1 a 7 del gen clase | o
con la molécula de HLA de clase |.
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Gen HLA-DRB1
__—"A"‘--_

5'UTR E1 E2 E3 E4 E5 E6

5°UTR E1 E2 E3 E4 E5
S .
e
Gen HLA-DRA1

E = Exon. TM= region transmembranal. UTR = Regién no traducida.

Figura 3. Relacion de los exones E1 a ES de los genes HLA-DRA1 y
HLA-DRB1 con la molécula HLA-DR

Regién de clase Ill. La region de clase /Il o regién central abarca un segmento de
aproximadamente 700 kb (kilobases) localizada entre la regién de clase | y II; contiene
mas de 60 genes, por lo cual es considerada una de las regiones mas densas del genoma
humano. A diferencia de las regiones clase | y clase Il, los genes de clase /Il no
participan en la degradacién y presentacion de antigenos, pero si contiene genes que
participan en los procesos inflamatorios. Dentro de los genes de clase /Il que participan en

la respuesta inflamatoria se encuentran los que codifican para proteinas que estan
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involucradas en la activacion del complemento ( C2, factor B [FB] y C4), el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), linfotoxina B, proteinas de choque térmico de 70 Kd
(HSP70-1, HSP70-2 y HSP70-hom ), Tenascin (TNX) proteina relacionada con la
organizacion de la matriz extracelular, miembros de la superfamilia de las
inmunogiobulinas ( 1C7, G6f, y G6b), asi como la enzima 21-hidroxilasa (CYP21) que

participa en la sintesis de esteroides .

a.2 Inmunobiologia de las moléculas HLA clase | y clase Il

Durante la respuesta inmune contra los patdgenos, las moléculas HLA son importantes
para distinguir si un antigeno durante su procesamiento viene del citosol (clase /) o de un
compartimiento vesicular ( clase I/ ).

HLA clase I. Las moléculas HLA clase | presentan antigenos originados en el citosol. Los
antigenos virales son el prototipo de antigenos presentados por HLA clase /. Durante la
infeccion viral, el virus es detectado por un receptor en las células presentadoras de
antigenos y es introducido por medio de endocitosis formandose la vesicula endocitica.
Una vez que el virus esta dentro del endosoma, el ADN viral es liberado de la capside
( cubierta proteica que protege el ADN viral) para ser liberado al citosol. Del citosol pasa
al nacleo para integrarse al ADN del huésped, dando lugar a la replicacion viral. Una vez
insertado el ADN viral, se inicia la transcripcion y sintesis de las proteinas virales en el
citosol. Las proteinas virales del citosol son cortadas en péptidos por el complejo proteico
llamado proteosoma del cual forman parte las moléculas de bajo peso molecular LMP2 y
LMP7 ( del inglés, Low Molecular Weight Proteins o Large Multifunctional Porteasés ).

Los péptidos originados en el proteosoma son transportados al reticulo endoplasmico



rugoso (RER) por las moléculas llamadas transportadores, asociados con el
procesamiento de antigenos TAP ( del inglés, Transporters associated with Antigen
Processing ). Dentro del RER, los péptidds se unen a las recién formadas moléculas HLA
clase |. Asi, el péptido antigénico, unido a la molécula de HLA, sale de RER pasa a
través del aparato de Golgi, para finalmente expresarse en la superficie de la CPA. La
CPA presenta el antigeno al receptor de células T (TCR) de los linfocitos CD8, dicho
reconocimiento desencadena una respuesta citotoxica contra las células blanco®’.

HLA clase Il. Las bacterias son el ejemplo de la clase de antigenos que son presentados
por las moléculas de clase Il. Los receptores extracelulares de las CPA reconocen las
proteinas bacterianas y son interiorizadas, dando lugar a la formacién del endosoma
primario, el cual se fusiona con los lisosomas primarios del RER. Del lisosoma se liberan
las enzimas liticas que degradan el péptido bacteriano, formandose el endosoma tardio.
Las moléculas HLA clase Il son sintetizadas en el RER, en el caso de HLA-DR, ésta se
forma como un dimero formado por las cadenas a y B. A este dimero, dentro del RER,
se le une otra cadena polipeptidica llamada cadena invariable ( /i ) dando lugar a un
trimero, el cual sale del RER y pasa al citoplasma a través del aparato de Golgi en un
compartimiento especializado llamado MIIC ( MIIC, del inglés MHC class || Compartment).
La unién del endosoma tardio con MIIC favorece la degradacién de la cadena invariable,
quedando solo un pequefio péptido unido al surco de union al péptido de la molécula
HLA-DR y recibe el nombre de péptido de la cadena invariable asociado a clase Il ( CLIP,
del inglés Class ll-associated invariant chain Peptide ). En el RER se forma el dimero
HLA-DM, el cual en el citoplasma se fusiona con MIIC; de esta forma, la molécula

HLA-DM libera el CLIP de la molécula HLA-DR. La ausencia de CLIP favorece la unién
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del péptido bacteriano al surco de unién al péptido de la molécula HLA-DR y
posteriormente, el HLA-DR, con el péptido unido, es expresado por las células
presentadoras de antigenoa'g. Las moléculas de HLA clase Il expresadas en las CPA
presentan los antigenos al TCR de los linfocitos CD4" para desencadenar una respuesta
inmune contra los patégenos. La respuesta inmune pude ser de tipo Th1 o Th2,
dependiendo de las caracteristicas del complejo HLA-DR-antigeno-TCR'?.

La respuesta inmune a los antigenos controlada por la regién del MHC fue demostrada
hace mas de tres decadas'"'%. Se han postulado tres mecanismos que explican cémo la
region del MHC participa en el control de la respuesta inmune:

(i) Seleccion de péptidos por el MHC. Este fenémeno esta determinado principalmente
por ias caracteristicas estructurales del surco de unién al péptido en la molécula HLA, lo
que resalta la importancia de los polimorfismos en los genes HLA clase | y /I, ya que las
secuencias de los exones 2y 3 de los genes HLA clase | determinan las caracteristicas
de los sitios de unién al péptido en las moléculas de HLA clase I, mientras que el exon 2
del gen HLA-DRB1 determina las caracteristicas de los sitios de unidn al péptido en las
moléculas de clase Il ( Figuras 4a y 4b ). Los sitios de unién a los péptidos en las
moléculas HLA son conocidos como “pockets” (P)'>'* .

(ii) Existencia de huecos en el repertorio de células T. Este fendémeno postula que en la
presencia de un haplotipo en particular, no existe TCR en las células CD4* o CD8"
especifico que puedan responder a cierto antigeno presentado por una molécula de HLA
correspondiente a dicho haplotipo. Al no existir un TCR especifico para un antigeno
presentado por las moléculas de HLA durante la seleccién positiva y negativa de los

linfocitos T CD4" y CD8" en el timo, origina el escape clonal de células T autorreactivas'® .



Figura 4a. Sitios de union al péptido en las
moléculas de clase | determinados por los
dominios o1 y 2.

— -
_|
——=

Figura 4b. Sitios de unién al péptido en las moléculas
de clase Il determinados por el dominio B1.

(iii) Supresiéon de células T. Las clonas de células T autorreactivas que escapan del

timo se controlan en la periferia por varios mecanismos, como por ejemplo: apoptosis de



células T autorreactivas a través de la interaccion Fas-FasL (ligando Fas) y anergia clonal
de células T CD4" y CD8" autorreactivas. La existencia de células T supresoras es un
mecanismo adicional para el control de células T autorreactivas en la periferia '®'7; este
mecanismo es basicamente debido a la presencia de un subgrupo de células CD8". El
subgrupo de células T CD8" supresoras reconoce antigenos ( exégenos o propios)
presentados por moléculas HLA-E expresadas en CPA o CD4°, desencadenando un
circuito de regulacion entre células T CD8" y CD4*'%°,

a.3 Mecanismos de susceptibilidad a enfermedad y MHC.

Los mecanismos por los cuales el MHC influye en la susceptibilidad genética a las
enfermedades, se pueden dividir en aquellos que estan relacionados con las moléculas de
HLA (presentacién antigénica) y los asociados con genes no-HLA , es decir, con genes
que codifican proteinas que participan durante el proceso inflamatorio y que basicamente
son aquellos localizados en la regién clase Ill del MHC. En la Tabla 1 se muestran algunas
enfermedades autoinmunes que se han asociado con genes del MHC.

Moléculas HLA. Como ya se comento, las moléculas de HLA clase Iy Il son altamente
polimoérficas, lo cual influye en el tipo de péptido que se une a una molécula de HLA en
particular. Asi por ejemplo, la diabetes mellitus tipo | se ha asociado con los alelos HLA-
DQB1*0201 y*0302, estos alelos codifican para un polipéptido DQB1 que comparte una
secuencia en el sitio de unién al péptido y que la distingue de otros alelos DQB1 que no
se asocian con diabetes mellitus tipo | % |a enfermedad de Goodpasture es otro ejemplo
de cdmo el polimorfismo influye en la susceptibilidad a la enfermedad; los alelos asociados

con Goodpasture son DRB1*1501 y DRB1*0401, que comparten una secuencia que



altera las caracteristicas estructurales de la molécula HLA-DR a nivel de P4 en el surco

de union al péptido y, por lo tanto, el tipo de antigeno que se une®'.

Tabla 1. HLA y enfermedades autoinmunes

Enfermedad Alelo o Haplotipo
Lupus eritematoso generalizado HLA-B8-DR3
Espondilitis anquilosante HLA-B*2702
HLA-B*2704
Miastenia gravis HLA-B8-DR3
Diabetes mellitus tipo | HLA-DQB1*0302-DQA1*0301-DRB1*0401
HLA-DQB1*0201-DQA1*0501-DRB1*03
Artritis reumatoide HLA-DRB1*0401-DRB1*0404-DRB1*0101
| Esclerosis muiltiple HLA-DQB1*0602-DQA1*0102-DRB1*1501

Durante la seleccion positiva y negativa de los linfocitos T CD4" y CD8", la interaccion del
complejo molecular compuesto por el HLA-péptido-TCR es determinante en el control del
escape de células T autorreactivas. Estudios en ratones han demostrado que las
moléculas de HLA favorecen re-arreglo de los genes que codifican para el TCR especifico
para el antigeno que esta siendo presentado por la molécula de HLA. Asi la ausencia de
moléculas HLA favorece el escape de clonal de células T autorreactivas durante el
proceso de seleccién positiva y negativa en el timo?. El mimetismo molecular es otro
mecanismo que puede desencadenar una respuesta autoinmune, donde ciertas moléculas

HLA presentan un antigeno extrafio a las células T, desencadenando una respuesta
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inmune (reaccién cruzada) en contra proteinas propias del organismo. La reaccion
cruzada se desencadena debido a la similitud entre el antigeno y la proteina propia
( mimetismo molecular)?. La esclerosis mdiltiple es un ejemplo de mimetismo molecular y
enfermedad, donde hay una reaccién cruzada entre algunos virus ( coronavirus) y tejido
del sistema nervioso central®.

La asociacion de la region clase lll del MHC. Los genes de las proteinas C2y C4 del
complemento se codifican en la region clase I/l del MHC. Aproximadamente el 75 % de
los pacientes con lupus eritematoso generalizado son homocigotos deficientes de C4,
mientras que los homocigotos deficientes en C2 se presentan en aproximadamente 33%

de los pacientes con lupus eritematoso generalizado?®. El polimorfismo —308 de la regién

promotora del TNF-a se ha asociado con colitis ulcerosa cronica inespecifica

(enfermedad inflamatoria intestinal), que es una enfermedad de tipo autoinmune %.

a.4 Artritis reumatoide y susceptibilidad genética.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica que, aunque afecta
principaimente las articulaciones con membrana sinovial puede cursar también con
manifestaciones extraarticulares, tales como: nédulos reumatoides, vasculitis y sindrome
de Felty. Se sabe que la etiologia de la AR es multifactorial y en ella se requiere de un
huésped susceptible desde el punto de vista genético, quién en presencia de un factor
ambiental desencadena una respuesta inflamatoria crénica en la membrana sinovial.

La incidencia de AR es mayor en los gemelos monocigotos que los gemelos heterocigotos
y que en la poblacién general, sugiriendo la existencia de un componente genético en la

susceptibilidad al desarrollo de artritis reumatoide (AR)?"?%. La regién del MHC es la que



se ha asociado mas con la susceptibilidad al desarrollo de AR en los diferentes estudios
genéticos®.

En 1976, Stastny®® reportdé por primera vez la asociacién de AR con el antigeno
HLA-DR4. A partir de entonces se ha reportado la asociacién de HLA-DR4 con AR en
la mayoria de las poblaciones estudiadas; al analizar el subtipo molecular de HLA-DR4,
se han encontrado diferencias de subtipo dependiendo del grupo étnico, por ejemplo los
alelos HLA-DRB1*0401 y HLA-DRB1*0404 son los mas frecuentes en pacientes de
Norte América®' y Europasz. El alelo DRB1*0405 es el mas comun en Japén”, China®,
Korea®, y Espafia®. Por otro lado, los alelos DRB1*0102 se asocian en pacientes de

I*”, DRB1*1010 en pacientes vascos®® y DRB1*1402 se asocia en indigenas de

Israe
América®. Estos alelos se caracterizan por compartir una secuencia de nucleétidos que
codifican para el “epitope compartido o epitope reumatoide™’ (Tabla 2), el cual se localiza
en la tercera region hipervariable de la molécula de HLA, ocupando la posicién del
aminodcido 70 al 74 de la « hélice de la cadena DRp.

En la patogénesis de la AR, el primer evento es un proceso inflamatorio en la membrana
sinovial que frecuentemente lleva a la destruccién del cartilago y hueso. En la membrana
sinovial existen dos tipos de sinoviocitos: sinoviocito tipo A, que es similar a los
macrofagos, y el sinoviocito tipo B, que es similar a los fibroblastos*'. En el proceso
inflamatorio ocurre infiltracién de monocitos,  linfocitos T CD4" vy linfocitos B (LB),
formando agregados linfoides con centros germinales‘z‘

Durante el proceso inflamatorio en la membrana sinovial, las CPA ( sinoviocitos tipo A o
macrofagos) presentan antigenos a los linfocitos T CD4"; esta presentacion de antigénos

es restringida por las moléculas HLA clase /l. La participacion de las moléculas HLA



clase Il durante la presentacién antigénica en la membrana sinovial refuerza los estudios
en los que se han asociado los alelos HLA-DRB1 ( HLA-DRB1*0401) con susceptibilidad
al desarrollo de AR, mas aun las moléculas HLA-DR codificadas por un alelo HLA-DRB1
de susceptibilidad unen péptidos considerados como autoantigenos en la patogénesis de

la AR®.

Tabla 2. Secuencia del epitope compartido de acuerdo al alelo

HI A-DRR1
Posicién del Aminoacido
Alelo HLA-DRB1

70 71 72 73 74

*0101 Q R R A A
*0102 Q R R A A
*0104 Q R R A A
*0401 Q K R A A
*0404 Q R R A A
*0405 Q R R A A
*0408 Q R R A A
*0409 Q K R A A
*0410 Q R R A A
*0413 Q K R A A
*0416 Q K R A A
*0419 Q R R A A
*0421 Q K R A A
*1402 Q R R A A
*1406 Q R R A A
*1001 R R R A A

Q = glutamina, R = arginina, K = lisina, A = alanina.

La nocion de que los linfocitos T CD4" participan en la patogénesis de la AR se sustenta
de las observaciones hechas en modelos animales para investigar los mecanismos de

sinovitis. Por ejemplo, los modelos de raton donde se usa colagena para inducir artritis
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reumatoide, muestran que la respuesta es claramente dependiente de las células T .
Ademas, ensayos de estimulacién in vitro utilizando linfocitos T de pacientes con AR, han
demostrado la existencia de reactividad (proliferacién) contra diferentes autoantigenos
(colageno Tipo Il, protecglicanos, glicoproteina-39, agrecanos y proteinas de choque
térmico)***®. Asimismo se han detectado autoanticuerpos contra los autoantigenos para
los cuales los linfocitos T obtenidos de pacientes con AR son autorreactivos*’*,

Bajo condiciones fisiolégicas en el tejido conjuntivo de la sinovia, las citocinas y los
factores de crecimiento forman una red que mantiene el balance entre el depésito vy la
degradacién de la matriz extracelular . Sin embargo, en la AR se presenta una mayor
produccién de citocinas proinflamatorias, originando una alteracién en el balance de
deposito y degradacion de la matriz extracelular, manifestandose como una destruccion
excesiva de los componentes de la sinovia. Entre los factores que participan en la
fisiopatogénia de la AR se encuentran la IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, TGF-p, el GM-CSF, y
TNF-a. El TNF-a es una citocina muy importante en patogénesis de la AR, ya que
ademas de favorecer la degradacion de los componentes de la sinovia, estimula la
proliferacién de los sinoviocitos tipo B o semejantes a fibroblastos y la sintesis de IL-6,
IL-8 y TGF-B1 por estas células, lo que incrementa la proliferacion de las células
endoteliales, traduciéndose en aumento de la angiogénesis“g. Por ofro lado, se ha
observado que ratones transgénicos que producen niveles elevados de TNF desarrollan
una enfermedad similar a la AR*. Finalmente, el tratamiento de pacientes con AR
utilizando agentes biologicos disefiados para interferir con la acciéon del TNF-a ha
demostrado eficacia en estudios clinicos®'*2. El TNF-a es una citocina inducible; la

principal fuente de produccién son los monocitos y macrofagos activados, aunque



también puede ser producido por células endoteliales, células NK, linfocitos Ty B*. Se ha
observado que individuos que son HLA-DR2 producen niveles bajos de TNF—a, mientras
los individuos que son HLA-DR3 producen niveles elevados de esta citocina®.Se han
descrito sitios polimérficas en la regiéon promotora del gen estructural TNF-a . El primer
polimorfismo se encuentra en la posicién -308, la cual es una mutacién puntual en la
que la presencia de guanina define el alelo TNF1 o TNF308G y la presencia de adenina
define el alelo TNF2 o TNF308A. Se ha demostrado que el alelo TNF2 tiene una mayor
actividad transcripcional que el alelo TNF1%. El segundo polimorfismo radica en la
posicion -238, donde existe un cambio de una guanina por una adenina, definiendo los
alelos TNFG y TNFA, respectivamente®. En pacientes anglosajones con AR, la frecuencia
del alelo TNF2 es 3 veces mayor que en la poblacion que se utiliza como control
(individuos sin AR) y es secundario a la presencia del antigeno HLA-DR3%, ya que se ha
demostrado que el alelo TNF2 forma parte del haplotipo extendido
HLA-A1-B8-DR3-DQ2.

Tres genes de HSP70 han sido mapeados dentro de la region de clase lll: HSP70-1,
HSP70-2 y HSP70-Hom™®°. La expresién de los 2 primeros es inducida por estadios
de choque térmico (estrés celular), mientras que la Gltima es constitutiva®® Los productos
de estos genes tienen un papel importante en el transporte de péptidos intracelulares y
en la conformacion de proteinas. Dada su funcion de chaperonas durante la presentacién
antigénica de las moléculas HLA y a que forman parte de los autoantigenos que se han
asociado con AR, estos genes son candidatos para estudios genéticos de susceptibilidad

ala AR.



a.5 Poblacion de Mestizos Mexicanos.

Se define como mestizo mexicano a aquel individuo que ha nacido en México, asi como
sus dos ultimas generaciones. Ademas, no debe pertenecer a ningin grupo indigena
Mesoamericano de acuerdo a la clasificacion lingliistica de Swadesh®', en la que se
describen cinco grandes grupos linglisticos: el tarasco, el macromaya, el macromixteco,
el macronahua y el macroyuma.

Los mestizos mexicanos son el resultado de la hibridacion de grupos indigenas
mesoamericanos de México con espafioles posterior a la conquista de México en el siglo
XVI, asi como con africanos que ingresaron a México como esclavos después de la
conquista.

Realizar estudios de casos y controles en mestizos mexicanos para identificar un factor
genético asociado con susceptibilidad y/o resistencia a desarrollar una enfermedad,
requiere de conocer el grado de mestizaje que existe en los mestizos mexicanos. Varios
estudios utilizando marcadores de grupos sanguineos (ABO, Rh, MN) y de proteinas
séricas (haptoglobina y factor B de del complemento), han demostrado que el porcentaje
de genes amerindios, espafioles y africanos en la poblacién de mestizos mexicanos, varia
dependiendo de la region geografica estudiada. En el Distrito Federal: ~56 % de genes
amerindios, ~40 % espafoles y ~4 % africanos. En Tlaxcala: ~76 % genes amerindios,
~16 % genes espafioles y ~8 % de genes africanos®*®*. En un estudio reciente, realizado
en tres grupos de mestizos mexicanos muestreados del Distrito Federal, Nuevo Le6n vy
Jalisco, se analizaron dos loci a nivel molecular ( HLA-DQA1 y D1S80 ) para identificar el
grado de mestizaje. En la poblacion de Nuevo Ledn el mestizaje fue como sigue: 36.99 +

5.05 % genes amerindios, 59.99 + 5.94 % esparioles y 3.02 + 2.76 % africanos; en la



poblacién de Jalisco: 43.03 £ 6. 43 % de genes amerindios, 56.03 + 7.87 % esparioles y
0.94 + 4.41 % de genes africanos; en la poblacion del Distrito Federal: 49.03 + 3.76 % de
genes amerindios, 50.03 +4.11 % espafioles y 0.94 + 1.27 % africanos®®.

Otro punto a considerar en los estudios de casos y controles para identificar un factor
genético asociado con susceptibilidad y/o resistencia a desarrollar una enfermedad; es si
los loci analizados se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) en la poblacion
control. Asi, si la poblacién control esta en equilibrio de HW se puede evitar establecer
asociaciones espurias con algun locus analizado®.

En los estudios donde se analizan varios loci, es importante estudiar la existencia de
desequilibrio de unién (LD, del inglés, Linkage Disequilibrium) entre los loci. El LD define
situacion en la cual existe asociacion, no al azar, de alelos entre diferentes loci de un
gameto. Las fuerzas evolutivas de seleccion, flujo génico (mestizaje), deriva génica y
mutacién influyen en el grado de LD entre los loci. Adicionalmente, la recombinacion entre
los loci es otro factor importante que influye en el grado de LD. Asi, si existe mayor
recombinacién entre dos loci, el grado de LD sera menor y si existe menor recombinacién,
el grado de LD sera mayor®. Debido a las funciones inmunolégicas de los genes HLA. la
seleccion natural es un mecanismo importante que opera en ellos.

Los genes del MHC que codifican para las moléculas HLA clase | y Il son altamente
polimérficos. La mutacién, recombinacion y microrecombinacion, son los mecanismos
mas importantes para la generacion de polimorfismos en los genes HLA clase | y Il o800
La participacién de estos mecanismos en la generacion de polimorfismos varia de un
locus a otro. En el gen HLA-A ( clase | ) el mecanismo de mutacion es el principal

generador de polimorfismos, mientras que en el gen HLA-B (clase /), la recombinacion es
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el principal mecanismo. En los genes DQA y DQB ( clase /I ), la mutacién es el mas
importante, y en gen DRB1 ( clase Il ) es una mezcla de mutacién y recombinacion®®°.

El alto grado de polimorfismo existente en los loci HLA clase | (~1150 alelos) y /I (~470
aielos)m, favorece la existencia de una amplia variedad de moléculas HLA clase |y Il
dentro de una poblacion, lo que permite que ésta la pueda responder de una manera mas
adecuada ante la invasion de diferentes microorganismos, de tal manera que, dentro del
amplio repertorio de alelos clase | y Il que existen en una poblacién, son seleccionados
aquellos alelos que codifican moléculas HLA que generan una respuesta inmune mas
adecuada ante la invasion de los patdgenos, por lo que la seleccion es una fuerza
evolutiva importante para mantener alelos HLA clase | y /I, mediante la seleccion positiva
ante la presién ejercida por diferentes microorganismos. Este puede ser el caso del alelo
HLA-B53 que protege contra casos graves de malaria en algunas comunidades
africanas’’. La existencia de un numero elevado de alelos HLA clase / y /I, si bien
incrementa la diversidad de moléculas HLA para responder a los diferentes patdgenos,
también aumenta la posibilidad de un fenémeno de autoinmunidad. Al incrementar el
nimero de moléculas HLA, aumenta la posibilidad de una reaccién cruzada entre
antigenos propios y antigenos extrafios (péptidos virales o bacterianos)’.

El gran nimero de alelos HLA clase I y I, la elevada hetorocigosis, y el hecho de que
el nimero de sustituciones no-sinénimas sea mayor que las sustituciones sin6nimas en

los sitios de reconocimiento al antigeno en las moléculas de HLA clase |y 1>

son
fenédmenos que indican que la seleccién natural es un mecanismo evolutivo importante

que opera en los genes HLA clase 'y /l.
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Los individuos estan constantemente expuestos a patdgenos, las moléculas de HLA
garantizan que se monte una respuesta inmune adecuada contra los diferentes patdgenos,
mediada por moléculas HLA clase | (in.fecciones virales) o HLA clase Il (infecciones
bacterianas). Asi, los haplotipos (HLA clase I-HLA clase /) que responden
adecuadamente ante la agresién de patégenos, son favorecidos por la seleccién positiva
para permanecer dentro de una poblacién, indicando que esta seleccion también actua a
nivel de haplotiposn'?s, La presion que se ejerce por los diferentes patégenos varia en
tiempo y parece fluctuar entre las diferentes poblaciones, lo cual podria explicar porque
los patrones de LD difieren entre los diferentes grupos étnicos estudiados’’.

La seleccién positiva sobre un alelo origina la permanencia de otros alelos que se
encuentran flanqueando al locus, lo que origina LD entre el locus bajo seleccién positiva y
genes adyacentes, fenémeno conocido como “hitchhiking™’. Se ha demostrado que el
fenomeno de hitchhiking contribuye a aumentar la gran diversidad dentro de la regién del
MHC, sobre todo en los genes no HLA.78.79

En la regiéon del MHC se han descrito varios haplotipos ancestrales o extendidos, que se
han conservado a través de generaciones y se extienden desde los genes de clase /
hasta los genes de clase IP°®'. Dentro de la region del MHC el sito de mayor
recombinacién se encuentra en la regiéon central, lo que ha originado la existencia de
bloques que pueden estar formados por genes MHC clase /il y clase | o genes MHC
clase lll y clase Il. Otros tipos de bloques son los formados sélo por genes de clase / (
HLA-B y HLA-A), y los formados s6lo por genes clase Il ( DRB1y DP o DQB1). En la
region de clase /I que abarca del locus HLA-DRB1 al locus DPB2 (Figura 1), la

recombinacién varia, siendo mayor a nivel del locus TAP2 ( aproximadamente a la mitad



entre los loci DRB1 y DPA2) que la que existe en el bloque de DRB1-DQB1. El alto grado
de recombinacién a nivel del locus TAP2 es debido a la existencia de “hot-spots” ( sitios
donde la recombinacion es muy alta)®?%.

El flujo génico (mestizaje) entre dos poblaciones puede causar LD. En una poblacién
mestiza, donde la hibridacion ha sido reciente, la diferencia en las frecuencias alélicas
entre las dos poblaciones puede generar LD*. Sin embargo, el LD disminuye con el
apareamiento al azar a una proporcion de 1-¢ (c = valor de recombinacion) por

generaciéna?‘



4. JUSTIFICACION.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica de etiologia
muitifactorial, donde se requiere de un huésped susceptible desde el punto de vista
genético, quién en presencia de un factor ambiental desencadena una respuesta
inflamatoria crénica en la membrana sinovial.

Durante el proceso inflamatorio en la membrana sinovial, las CPA presentan antigenos
(propios o extrafios) al TCR de los linfocitos T CD4"; esta presentacién de antigenos es
restringida por las moléculas HLA clase /l, lo que forma un complejo HLA-antigeno-TCR.
Asi, los genes de la region clase Il del MHC que determinan las caracteristicas
estructurales de las moléculas HLA clase /I, son importantes en la susceptibilidad o
proteccion al desarrolio de la AR. En diferentes poblaciones del mundo se ha asociado el
locus HLA-DRB1 con susceptibilidad al desarrollo de AR, pero el alelo varia dependiendo
del grupo étnico estudiado. Los alelos asociados con AR se caracterizan por codificar para
una secuencia conocida como “epitope compartido” que ocupa la posicion del aminoacido
70 a 74 de la « hélice de la cadena B de la molécula de HLA-DR ( sitio que influye en el
tipo de péptido antigénico que se unird a la molécula HLA-DR). El locus HLA-DQB1
codifica para moléculas de clase /I que presentan antigenos al TCR de los linfocitos T
CD4". Asi, al participar los loci HLA-DRB1 y DQB1 en la respuesta inmune mediada por
linfocitos CD4", la respuesta inmune puede ser modificada por las diferentes
combinaciones de alelos HLA-DRB1 DQB1 que constituyen un haplotipo en particular. Por
otra parte, dada la cercania de ambos loci en la region de clase /I del MHC, estos son

heredados en bloque.
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Durante el proceso inflamatorio que existe en la sinovia de los pacientes con AR, se
producen varias citocinas; dentro de éstas se encuentra el TNF-o que favorece la
degradacién de los componentes de la sinovia, la angiogénesis y la produccion de otras
citocinas, como la IL-6. El gen del TNF-« se localiza en la region de clase /Il y su regién
promotora contiene polimorfismos que afectan la actividad transcripcional y, por lo tanto,
las cantidades de esta citocina.

Se ha demostrado que linfocitos T de pacientes con AR son reactivos contra ciertos
autoantigenos"‘"“g, dentro de los cuales se encuentran las proteinas de choque térmico.
El gen de la HSP70-hom se localiza en la region de clase /Il del MHC y presenta una
mutacién no-sinénima la que origina un cambio estructural en la proteina que codifica, por
lo que la proteina del alelo mutado puede estar funcionando como autoantigeno“""'g.

Las proteinas para las cuales codifican los genes HLA-DRB1, HLA-DQB1, TNF-a y
HSP70-hom son importantes en la patogénesis de la AR, lo que hace a estos genes
candidatos para el estudio de susceptibilidad genética para el desarrollo de AR. Algunos
alelos de estos genes ya han sido asociados con susceptibilidad al desarrollo de AR, pero
dada las caracteristicas de la estructura genética de nuestra poblacién de mestizos
mexicanos, los alelos en los pacientes mestizos mexicanos con AR pueden ser diferentes

a los de otros grupos étnicos estudiados.



5. HIPOTESIS.

Existe asociacion de los loci HLA-DRB1, HLA-DQB1, TNF-a y HSP70-hom con
susceptibilidad al desarrollo de AR , pero los alelos asociados con susceptibilidad difieren
a los encontrados en otros grupos étnicos , dado la estructura genética de la poblacién de
mestizos mexicanos, asi como también difieren los patrones de LD en los mestizos

mexicanos entre los loci estudiados.



6 OBJETIVOS.

Primarios:

a. Estudiar si hay asociacién de los genes de clase I/ ( HLA-DRB1, HLA-DQB1) con
susceptibilidad al desarrollo de AR.

b. Estudiar si hay asociacion de los genes de clase /Il polimorfismos de la regién
promotora del TNF-a (-238 y —-308) y HSP70-hom con susceptibilidad al desarrollo de
AR.

c. Establecer los patrones de LD entre los loci estudiados.

d. Estudiar si hay un haplotipo que esté asociado con susceptibilidad al desarrollo de AR.

Secundarios.
a. Estudiar las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con AR .
b. Establecer si los loci asociados con susceptibilidad al desarrollo de AR, estan ademas

asociados con alguna caracteristica demografica o clinica.



5 MATERIALES Y METODOS.

a. Pacientes y controles.

Se incluyeron 84 individuos mestizos mexicanos no relacionados que cumplieron los

criterios del ACR ( del inglés American College of Rheumatology, anteriormente The

American Rheumatism Association) de 1987 para la clasificacion de la artritis reumatoide

(Anexo 1)55. Los pacientes fueron captados de la consulta externa del Departamento de

Inmunologia y Reumatologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

“Salvador Zubirdan” (INCMNSZ). Todos los pacientes, al momento de ser incluidos en el

estudio, tenian menos de 3 afos (36 meses) de evolucién de la enfermedad desde el inicio

de los sintomas atribuibles a la AR. Todos los pacientes cumplieron los criterios de
inclusion y exclusion.
Criterios de inclusion.

1. Diagnéstico de artritis reumatoide.

2. Mayor de 18 arfios de edad.

3. Deseo de participar en el estudio, manifestado con la firma del Consentimiento
Informado, aprobado por el comité de ética para investigacion en humanos del
INCMNSZ.

4. Ser mestizos mexicanos.

5. Ser residentes del Distrito Federal o area metropolitana.

6. Datos demograficos y clinicos completos.

7. Contar con muestra de ADN.

Criterios de exclusion.

1. Asociacion de otra enfermedad de tipo autoinmune.

2. Asociacion de otra enfermedad crénica.
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3. No firmar el Consentimiento Informado.

4. No ser mestizo mexicano.

Como controles se incluyeron 99 individuos mestizos mexicanos, adultos y residentes del
Distrito Federal o area metropolitana. Todos los controles fueron sanos y sin
antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes, tales como tiroiditis autoinmune,
artritis reumatoide, lupus eritematoso generalizado, escleroderma, espondilitis
anquilosante y enfermedad inflamatoria intestinal ( CUCI o enfermedad de Crohn).

Tanto pacientes como controles fueron interrogados sobre el lugar de nacimiento de sus

dos ultimas generaciones; ver introduccién para la definicion de mestizo mexicano.

b. Evaluacion clinica.

Se registraron las siguientes variables: edad, género, educacion formal, duracién de la
enfermedad, tipo de farmacos modificadores de la AR (FMAR) que recibian como
tratamiento y titulos de factor reumatoide (FR) detectado por la técnica de nefelometria.
La capacidad funcional de los pacientes con AR se evalud utilizando la versién validada
en espafnol del HAQ ( del inglés, Health Assessment Questionnaire). El HAQ es un
instrumento autoadministrado que mide especificamente la funcidon fisica de los pacientes
con AR; este cuestionario se responde en una escala ordinal que va desde “sin dificultad”
=0, hasta “no puedo hacerlo” = 3; cada respuesta es calificada de 0 a 3, y la suma de
las respuestas se promedia dividiéndose entre 10 ( total de preguntas), para obtener la
puntuacion global, cuyo promedio va de 0 a 3; a mayor puntuacién, mayor incapacidad

funcional®. La actividad de la enfermedad fue calificada utilizando el indice DAS ( del
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inglés, Disease Activity Score), que incluye 4 variables: a) indice de Ritchie ( Sistema
disefiado para evaluar soélo la presencia de dolor a la presién en las articulaciones de los
pacientes con AR); b) articulaciones inflamadas; c) velocidad de sedimentacién globular, y
d) estado de salud general”. Todos los pacientes contaron con radiografias de manos
para la evaluacién del dafo articular.

c. Tipificacion de los genes HLA-DRB1, DQB1, TNF—a -238 ,-308 y HSP70-hom.

La extraccion de ADN gendmico se hizo a partir de sangre total, de acuerdo al
procedimiento descrito por Davis et af® ( Anexo 2).

La tipificacién genérica de los genes HLA-DRB1 y DQB1 se llevé a cabo por la reaccién
en cadena de la polimerasa e hibridacién con sondas especificas de secuencia (PCR-
SSO; Anexo 2), utilizando el kit Dynal RELI SSO HLA-DRB1 y HLA-DQB1 ( Hoffmann-La
Roche Ltd. And Roche Molecular Systems , Inc., Alameda, CA, USA; Anexo 2). La
tipificacién por alta resolucién se realizé por PCR-SSP ( Sequence Specific Primers ),
utilizando los kits comerciales BAG ( Biologische Anlysensystem GmbH, Alemania).

La tipificacion de los polimorfismos en la regién promotora del TNF—a se llevé a cabo por
la reaccion en cadena de la polimerasa y posterior corte con endonucleasas de restriccion
(PCR-RFLP). La enzima BamH| se utilizé en el polimorfismo -238, y la enzima Ncol se
utilizo para el polimorfismo -308%° (Anexo 2).

El polimorfismo de HSP70-hom se detecté por PCR-RFLP utilizando la endonucleasa de
restriccion Ncol ( Anexo 2)%.

d. Analisis estadistico.

El analisis de los datos se llevo a cabo utilizando el paquete estadistico STATA7 ( UCLA

Labs, Los Angeles, CA, USA). Se utilizé la prueba de chi-cuadrada para detectar



diferencias entre pacientes y controles; en las frecuencias alélicas, frecuencia de
haplotipos, y en la proporcidn de pacientes que presentaron por lo menos un alelo HLA-
DRB1 que codifica para el EC+ o al menos un alelo HLA-DRB1 que codifica para el acido
aspartico en la posicién 70 de la cadena B (D’”). La prueba exacta de Fisher se utilizé
cuando el valor de alguna de las celdas en las tablas de 2x2 fue menor o igual a 5. El valor
de p fue corregido al multiplicarlo por el numero de comparaciones ( Anexo 3 ). La razén
de momios (RM) e intervalos de confianza de 95% (IC 95%)°"*? fueron calculados para
medir la fuerza de asociacion entre un locus y susceptibilidad o proteccion para desarrollar
AR (Anexo 3). Se calculo el promedio y la desviacidon estandar de las variables
cuantitativas ( edad, duracién de la enfermedad en meses, educacién formal en afnos,
indice de HAQ, indice DAS vy titulos de FR). Para detectar diferencias estadisticamente
significativas de las variables cuantitativas se utilizé la prueba t de Student®.

Los pacientes con AR fueron clasificados en tres categorias, de acuerdo a los titulos de
FR: pacientes con FR negativo ( 0-20 Ul/ml), pacientes con titulos de FR por debajo de
la media ( < 224 Ul/ml) y finalmente aquellos con titulos de FR por arriba de la media
(>224 Ul/ml). Una vez clasificado los pacientes en las tres categorias, de acuerdo al
titulo de FR, se realizé una prueba de chi-cuadrada para detectar una asociacion
significativa entre los pacientes que presentaron por lo menos un alelo HLA-DRB1 EC+ o
D™ con alguno de los tres grupos en que fueron clasificados los pacientes.

Las frecuencias alélicas en pacientes y controles fueron calculadas con el programa de
Arlequin v 1.1®. El andlisis de Hardy-Weinberg se calculé en utilizando el mismo
programa de acuerdo a Guo et af*. La frecuencia de haplotipos formados por dos loci se

calculé a partir de las frecuencias genotipicas de cada locus estudiado, utilizando los



estimados de ML ( del inglés, Maximum-likelihood), usando el algoritmo EM ( del inglés ;
Expectation-Maximization)*%. Conociendo la frecuencia de los haplotipos se calcularon
los valores de D y D° ( Anexo 3), para detectar la existencia de desequilibrio de unién
entre un par de loci en particular® % Se utilizé el método de Mantel-Haenszel (MH) para
distinguir si la asociacién del locus HLA-DQB1 es independiente de la asociacion del

locus HLA-DRB1 o viceversa ( Anexo 3)%%,

tad
[==]



8 RESULTADOS.

a. Caracteristicas demograficas.

Se incluyeron 84 pacientes con diagnostico de  artritis reumatoide (AR), de acuerdo a los
criterios del ACR ( Anexo | ). Los pacientes que se incluyeron cursaban con menos de
36 meses ( 3 afios ) de evolucién desde el inicio de los sintomas atribuibles a la AR.
Setenta y dos pacientes (85.7 % ) fueron mujeres y doce hombres (14.3 % ), con un
promedio de edad de 39.3 arios; el 84.5 % fue factor reumatoide positivo (FR +), con
titulos promedio de 455.2 Ul / ml ( Tabla 3). La mayoria de los pacientes tomaba drogas
modificadoras de la enfermedad; de éstas, la mas frecuente fue el metotrexato, en un 68
%, seguida por la cloroquina, en un 48.8 %. Ninguno de los pacientes presenté
manifestaciones extra-articulares al momento de ingresar al estudio.

Todos los loci estudiados se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg ( Tabla 4), en
la poblacién control, lo cual nos permite excluir que nuestros resultados se deban a una

asociacioén espuria.

b. Asociacion del locus HLA-DRB1 con susceptibilidad a desarrollar_artritis

reumatoide.

b.1 El epitope compartido esta asociado con artritis reumatoide en Mestizos
Mexicanos.

Para establecer el papel del epitope compartido (EC) en la susceptibilidad para el
desarrollo de AR en mestizos mexicanos, se agruparon los pacientes de acuerdo a la
presencia o ausencia de un alelo HLA-DRB1 que codifican para el EC (EC+). Al

comparar pacientes y controles, observamos que la proporcién de pacientes con al



menos un alelo HLA-DRB1 EC+ esta incrementada significativamente ( p. = 0.0002, RM

=4.11C95 % =22-7.7; Tabla5)

Tabla 3. Caracteristicas demograficas de los pacientes con artritis reumatoide

Caracteristicas Total de pacientes
n=284

Genero,

Femenino n (%) 72 (85.7)

Masculino n (%) 12 (14.3)
Edad, promedio + DE afios 39.3+1438
Duracion de la enfermedad,
Promedio + DE meses 16.7+7.5
Educacién formal,
Promedio + DE afos 99+46
Factor reumatoide +, n (%) 71 (84.5)
HAQ, promedio + DE 0.79+£0.64
Rango0a3
DAS, promedio + DE 33+12
Titulo de factor reumatoide,
Promedio + DE Ul/ ml 455.2 + 689.9

MTX n (%) 68 (80.9)

CLQ n (%) 41 (48.8)

DE = desviacion estandar , HAQ = Cuestionario de evaluacion de la funcién fisica,
DAS = Escala de evaluacion de la actividad, MTX = Metotrexato, CLQ = Cloroquina.
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Tabla 4 . Equilibrio de Hardy-Weinberg, método cadena de Markov

|

Locus Heterocigosis | Heterocigosis| Valor de p
observada esperada
HLA-DRB1 0.90909 0.93786 0.15728
HLA-DQB1 0.77778 0.84705 0.11129
TNFo —238 0.13131 0.14075 0.43847
TNFa -308 0.06061 0.06886 1.00000
HSP70-hom 0.35354 0.38153 0.78717

Tabla 5. Proporcién de pacientes con AR y controles sanos que presentan por lo menos un
alelo HLA-DRB1 que codifica para el epitope compartido.

Pacientes Controles
n=284 n=99 P RM IC 95 %
n f n f
EC+ 54 0.643 30 0.303 |0.0001* 4.1 22-77
EC- 30 0.357 69 0.697
*pC = 0.0002

b.2 HLA-DRB1 en pacientes mestizos Mexicanos con AR.

La Tabla 6 muestra la distribucién de los alelos HLA-DRB1 ( resolucién intermedia ) en
pacientes y controles, observandose un incremento de la frecuencia de los alelos HLA-
DRB1*04 y 01. Sin embargo, no hay un incremento estadisticamente significativo HLA-
DRB1*04 ( p. =0.08, RM=1.9,I1C 95 % 1.2-3.1) y HLA-DRB1*01 (p. =0.91, RM 2.12,
IC 95 % 0.88 -5.3). La frecuencia alélica de HLA-DRB1*14 se encontr6 ligeramente
incrementada al comparar pacientes contra controles ( 0.137) y (0.105), respectivamente,
no siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

La frecuencia alélica de HLA-DRB1*04, 01 y 14 tipificados por alta resolucion, se muestra

en la Tabla 7, donde observamos que la frecuencia de los alelos HLA-DRB1 que codifican
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para el epitope compartido esta incrementada en pacientes (0.393), comparado con
controles (0.172), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p. = 0.003, RM =

3.12,1C 95 % 1.88 - 5.22; Tabla 7) .

Tabla 6. Frecuencia alélica (fa) del locus HLA-DRB1 en pacientes mestizos mexicanos con AR y
controles sanos ( tipificacion por resolucidn intermedia).

Pacientes Controles
168 198

n fa n fa P RM IC 95 %
DRB1*04 63 (0.375 | 47 0.237 | 0.006* 1.9 1.2- 31
DRB1*14 23 (0.137 21 0.105 NS
DRB1*08 19 |0.113 33 0.165 | 0.09 0.64 0.33-1.2
DRB1*01 17 |0.101 10 0.050 | 0.07* 2.12 0.88 -5.3
DRB1*15 7 10.042 13 0.065 NS
DRB1*16 7 10.042 5 0.025 NS
DRB1*07 7 [0.042 22 0.111 | 0.02* 0.35 0.12 -0.87
DRB1*11 7 |0.042 20 0.100 | 0.047 0.39 0.13-0.97
DRB1*13 6 (0.036 10 0.050 NS
DRB1*03 5 |[0.030 11 0.055 NS
DRB1*12 3 |0.018 2 0.010 NS
DRB1*09 2 ]0.012 3 0.015 NS
DRB1*10 2 |0.012 1 10.005 NS

*pC=008 *pC=091, %*pC=026 T1pC=052

42



Tabla7. Frecuencia alélica (fa) de HLA-DRB1*04,*01,*14 y *10; tipificados por alta resolucién para
identificar los alelos HLA-DRB1 que codifican para el epitope compartido (EC) en pacientes con

AR y controles sanos.
Pacientes Controles
Alelo 168 198
n fa n fa P RM IC 95 %
DRB1*04
*04045¢ 27 | 0161 | 9 0.045 | 0.0002* 4.02 1.76 - 9.99
*0407 12 | 0.071 |21 0.106
*0405%¢ 11 | 0.065 | 2 0.010 | 0.008° 6.65 1.46 - 64.35
*0403 6 | 0036 | 4 0.020
*0411 5 | 0030 | 3 0.015
*04015¢ 1 0.006 | 1 0.005
*04085¢ 1 | 0.006 | 1 0.005
*0402 0 | 0000 | 2 0.010
*0406 0 | 0.000 | 1 0.005
*04095¢ 0 0.000 | 1 0.005
*0410%C 0 | 0000 | 2 0.010
DRB1*01
*01015¢ 11 | 0.065 | 7 0.035
*01025¢ 3 (0018 |0 0.000
*0103 3 | 0018 | 3 0.015
DRB1*14
*14025¢ 7 | 0.042 | 7 0.035
*1401 6 | 0036 | 6 0.030
*1407 4 | 0024 | 3 0.015
*14065¢ 3 | 0018 | 3 0.015
*1403 3 | 0018 | 2 0.010
DRB1*10
*10015¢ 2 | 0012 | 1 0.005
Total HLA-DRB1 | 66 | 0.393 |34 0.172 | 0.0001* 3.12 1.88-5.22
que codifican
para el EC

*pc=0.006, **pc=0.003, ®pc=0.24
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Los alelos HLA-DRB1 mas frecuentes que codifican para el EC fueron: HLA-DRB1*0404
(0.161 vs 0.045; pc = 0.006, RM = 4.02, IC95% = 1.76 — 9.99; Tabla 7), DRB1*0405 (0.065
vs 0.010), DRB1*0101 (0.065 vs 0.035) DRB1*0102 (0.018 vs = 0.000). La frecuencia
alélica de los subtipos de HLA-DRB1*14 que codifican para el EC fue muy similar entre
pacientes y controles DRB1*1402 (0.042 vs 0.035) y DRB1*1406 (0.018 vs 0.015).
Asimismo, la proporcién de pacientes con AR que llevan dos copias del aleleo HLA-DRB1
que codifica para el EC se encontré aumentada al compararla con los controles (0.143
vs 0.010 ; p = 0.0007, RM = 16.3, IC = 2.3 - 705; Tabla 8) . La combinacién de HLA-
DRB1*0404 - DRB1*0101 fue la mas frecuente (0.333) entre los pacientes con dos copias
de alelos HLA-DRB1 que codifican para el EC; el resto de las combinaciones se muestra
en la Tabla 8.

b.3 Caracteristicas demogréficas y clinicas en relacién a la presencia o ausencia
del epitope compartido y al alelo HLA-DRB1 que lo codifica. |

Las caracteristicas demograficas y clinicas fueron analizadas de acuerdo a la presencia de
al menos una copia del alelo HLA-DRB1 EC+, o a la ausencia del alelo HLA-DRB1 que
codifica para el EC (EC-). La proporciones hombre /mujer y de individuos que tomaban
metotrexate o cloroquina , asi como el promedio de edad, educaciéon formal, duracién de
la enfermedad y las evaluaciones HAQ ( evaluacidon de capacidad funcional) y DAS
( escala de evaluacion de actividad de la artritis reumatoide) no fueron estadisticamente
diferentes entre los pacientes con AR que fueron EC+ o EC- ( Tabla 9).

El porcentaje de pacientes con FR (+) no fue estadisticamente diferente entre pacientes
EC+ (676 % ) y EC- (32.4 %). Sin embargo, el valor promedio del titulo de FR en

pacientes EC+ ( 546.4 + 744.9 ) fue mayor que en pacientes EC-(291.1 £ §51.9 ), pero
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no alcanzé a ser estadisticamente significativa ( p = 0.1, prueba de t de Student; Tabla
9). Por otro lado se encontré un incremento en la proporcidn de pacientes con al menos
un HLA-DRB1 EC+ y niveles mas altos de FR. Asi, cuando los pacientes se clasificaron
de acuerdo a los niveles de FR ( FR negativo, 0 — 20 Ul/ ml ; niveles de FR por debajo
de la media , <224 Ul/ ml; y niveles de FR por arriba de la media, >224 Ul/ ml) y ala
presencia o ausencia de EC, se observé un incremento significativo en la proporcién de
pacientes HLA-DRB1 EC+ con titulos de FR por arriba de la media (p = 0.005, OR =4.3 ,
IC 95 % =1.9-9.2; Tabla 10).

Tabla 8 . Proporcion de pacientes y controles Mestizos Mexicanos con dos copias de alelos HLA-
DRB1 que codifican para el EC.

Decientes Controles
n =84 n=99 P RM IC 95 %
n f n f
Total 12 0.143 1 0.010 0.0007 16.3 2.3 -705.03
DRB1*0404-0101 4 0.333 0. 0.000
DRB1*0404-0404 1 0.083 0. 0.000
DRB1*0404-0102 1 0.083 0. 0.000
DRB1*0404-0401 1 0.083 0. 0.000
DRB1*0404-1406 1 0.083 1. 0.010
DRB1*0405- 0101 1 0.083 0. 0.000
DRB1*0405-1402 1 _0.083 0. 0.000
DRB1*0405-1001 1 0.083 0. 0.000
DRB1*0101-0102 1 0.083 0. 0.000
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Tabla 9 . Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con artritis reumatoide de acuerdo a
la presencia o ausencia del epitope compartido (EC).

Total de
Caracteristicas pacientes con AR EC+ EC-
n=2_84 n =54 n=230

Genero,

Femenino n (%) 72 (85.7) 43 (59.7) 29 (40.3)

Masculino n (%) 12 (14.3) 11 (91.7) 1(8.3)
Edad, promedio + DE afios 39.3+1438 39.7+148 385+15
Duracion de la enfermedad,
Promedio + DE meses 16.7+7.5 16.3+7.7 1731274
Educacion formal,
Promedio + DE afios 99+46 95+48 105+44
Factor reumatoide +, n( % ) 71 (84.5) 48 (67.6) 23 (32.4)
HAQ, promedio + DE 0.79 + 0.64 0.68 £ 0.63 0.83 £ 0.67
Rango 0-3
DAS, promedio + DE 3.3+1.2 34+1.2 3.2+1.1
Titulo de factor reumatoide,
Promedio + DE Ul/ ml 4552 +689.9 | 546.4 +744.9 | 299.1 +551.9

DE = desviacion estandar , HAQ = Cuestionario de evaluacién de la funcién fisica,
DAS = Escala de evaluacion de la actividad.

Los titulos de FR se han asociado con gravedad de la enfermedad y a la vez los titulos
de FR vy gravedad de la enfermedad estan influenciados por el alelo HLA-DRB1 que
codifica para el EC, asi como por la presencia de una o dos copias del EC+. En el
presente estudio se analizaron las diferentes caracteristicas clinicas y demograficas de
acuerdo a la presencia de una o dos copias de HLA-DRB1 EC+. En la Tabla 11 se
muestran las caracteristicas demograficas y clinicas de los 12 pacientes con AR que

presentan dos copias del EC+ vs los que solo presentan una copia. En el grupo de dos
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copias (EC+ / EC+), el 75 % fueron mujeres, y en el grupo con una sola copia (EC+ /
EC-)el 81 % .EI91.7 %y 88.1 % fueron positivos para el FR en los grupos EC+/EC+y
EC+ / EC—, respectivamente. En la Figura 5 se puede observar que no hay diferencia en
el promedio del titulo de factor reumatoide entre ambos grupos. Posteriormente
analizamos si las caracteristicas clinicas y demograficas fueron diferentes en los 42
individuos que presentaban solo una copia del EC+, pero codificado por diferentes alelos
HLA-DRB1. Los 42 pacientes con AR se agruparon en 3 grupos; HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*01 y HLA-DRB1*14. No encontramos ninguna diferencia estadisticamente
significativa en las caracteristicas clinicas y demograficas entre los tres grupos. Sin
embargo, en la Figura 6 podemos observar que el promedio en los titulos de FR es mas
elevado en los individuos que son HLA-DRB1*04 que los que son HLA-DRB1*01 6 HLA-
DRB1*14, sin alcanzar a ser estadisticamente significativa esta diferencia (prueba t de

Student).

Tabla 10. Proporcion de pacientes EC+ y titulos de FR.

Categoria de acuerdo Pacientes Pacientes
a los niveles de FR EC+ EC-
n=54 n=30 RM IC 95 %
Titulo de FR 0 =20 Ul/ ml 6 T 0.9 03 -26
Titulo de FR < 224 Ul/ ml 14 15 0.9 05-19
Titulo de FR > 224 Ul/ ml 34 8 4.3 19 - 9.2

Los pacientes con AR fueron clasificados en tres grupos de acuerdo a los titulos de FR ( FR negativo, 0 -
20 U/ ml ; niveles de FR por debajo de la media , <224 Ul/ ml; y niveles de FR por armriba de la media, >224
UI/ ml). Se realizo una prueba de X’ para detectar una asociacion entre HLA-DRB1 EC + y titulos de FR,
encontrandose un incremento significativo en la proporcion de pacientes HLA-DRB1 + y titulos de FR por
arriba de la media (p = 0.005)
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Tabla 11. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con AR que presentan dos
copias y una copia de alelo HLA-DRB1 que codifica para el epitope compartido (EC)

Pacientes Pacientes
EC+/EC+ EC+/EC-
Caracteristicas
n=12 n=42
Genero,
Femenino n (%) 9 (75.0) 34 (81.0)
Masculino n (%) 3(25.0) 8 (19.0)

Edad, promedio + DE afios 36.6+£8.5 406 + 16.1

Duracién de la enfermedad,

Promedio + DE meses 142+79 16.9+7.6
Educacion formal,

Promedio + DE afos 10.7+33 89+52
Factor reumatoide +, n (%) 11 (91.7) 37 (88.1)
HAQ, promedio £ DE 0.8 £0.57 0.78 £ 0.65
Rango 0 -3

DAS, promedio + DE 36+1.2 33+12

Titulo de factor reumatoide,
Promedio + DE Ul/ ml 527.1+5996 | 554.9+785.8

DE = desviacion estandar , HAQ = Cuestionario de evaluacién de la funcion fisica,
DAS = Escala de evaluacion de la actividad.

48



Figura 5. Promedio del titulo de FR en pacientes con AR que presentan que presentan dos
copias del epitope compartido ( EC+ / EC+ ) y los que presentan una copia (EC+/EC -)
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c. Proteccion del locus HLA-DRB1 para el desarrollo de artritis reumatoide.
c.1. HLA-DRB1*07, *08 y *11 protegen para el desarrollo de artritis reumatoide.

Enla Tabla 6 se muestra la frecuencia génica de HLA-DRB1 ( tipificacion por resolucién

intermedia), y podemos observar que la razén de momios (RM) de HLA-DRB1*07 ( pc =

0.26, RM = 0.35, IC 95% =0.12 - 0.87 ); HLA-DRB1*08 ( p. = 1.17, RM = 0.64, IC 95% =

0.33-1.21) y HLA-DRB1*11 (p. =0.52, RM = 0.39, IC 95% = 0.13 — 0.97) fue menor de
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1. lo cual sugiere un efecto protector. Sin embargo, no alcanzan a ser estadisticamente

significativos.

Figura 6. Promedio del titulo de FR en pacientes con AR que presentan sélo una copia del
epitope compartido. Analisis de los pacientes que son DRB1*04, DRB1*01 y DRB1*14.
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DRB1*01 ‘ Promedio = 321.9, IC 95% =-91.09 - 734.82

DRB1*14 J Promedio = 439.5, IC 95% = 68.44 - 810.56

En la Tabla 12 se muestran los resultados de la tipificacién de alta resoluciéon de HLA-
DRB1* 07, *08, *11, y los alelos encontrados en los pacientes fueron los siguientes: HLA-
DRB1*0701, HLA-DRB1*0802 , HLA-DRB1*1101, HLA-DRB1*1104. Todos estos alelos

codifican para el aminoacido acido aspartico en la posicién 70 de la cadena § ( D) de
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la molécula HLA-DR, por lo cual comparamos el total de alelos D’®, encontrando una

D’ en pacientes

disminucion estadisticamente significativa de los alelos que son
(0.197) vs controles (0.379), ( pc=0.003, RM = 0.4, IC 95% = 0.24 — 0.66; Tabla 12).
Asimismo, encontramos una disminucién en la proporcion de pacientes que presentan al
menos un alelo D™ en pacientes (0.369) vs controles (0.626) siendo ésta
estadisticamente significativa ( p. = 0.001, RM = 0.4, IC 95% = 0.2 -0.7 ; Tabla 13).
Ademas, la proporcion de pacientes que llevan dos copias del alelo D' (0.02) se
encontré disminuida al compararla con los controles (0.13), siendo estadisticamente
significativa ( p. = 0.02, RM = 0.19, IC 95% = 0.19 — 0.74). Las caracteristicas clinicas y
demograficas de los pacientes que presentan al menos un alelo D’® se muestran en la

Tabla 14, no encontrandose ninguna diferencia estadisticamente significativa.

b. HLA-DQB1 y susceptibilidad al desarrollo de artritis reumatoide.

El estudio de los genes clase Il de la regién del MHC se extendié al locus HLA-DQB1,
localizado hacia el centromero en relacion al locus HLA-DRB1 (Figura 1). La frecuencia
alélica del locus HLA-DQB1 se muestra en la Tabla15. Encontramos un incremento en la
frecuencia del alelo HLA-DQB1*0302 en los pacientes con AR (0.387) al comparar con el
grupo control (0.242), siendo esta diferencia estadisticamente significativa ( pc = 0.03, RM
=1.97, IC 95% = 1.23 — 3.17). Por otro lado, la frecuencia de del alelo HLA-DQB1*0201 se
encuentra disminuida en los pacientes (0.071) vs controles (0.167) , aunque el valor de p,
después de la correccion deja de ser estadisticamente significativo, la razén de momios y
los intervalos de confianza estan por debajo de la unidad ( p.= 0.06, RM = 0.38, IC 95%
=0.17 - 0.8; Tabla 15), lo que sugiere un factor de proteccién para el desarrollo de artritis

reumatoide.
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Tabla 12. Alelos HLA-DRB1*07, *08, y *11 en mestizos mexicanos con artritis reumatoide y
controles sanos.

Pacientes Controles
168 198
n fg n fg P RM IC 95 %
DRB1*08
*0802 19 10.113 30 | 0.150
*0804 0 |0.000 3| 0.015
DRB1*07
*0701 s 0.042 22 | 0.111
DRB1*11
*1101 5 0.030 | 12 0.060
*1104 2 0.018 4 0.020
*1102 0 0.000 3 0.015
*1103 0 0.000 1 0.005
Total 33 0.197 | 75 0.379 | 0.0001* 04 0.24-0.66
*P. = 0.003

Tabla 13. Proporcién de pacientes que presentan por lo menos un alelo D™ en pacientes con AR
y en controles sanos.

Pacientes Controles j
n =84 n=99
n f n f P RM IC 95 %
D" 31 0.369 | 62 0.626 0.0006* 0.4 02-07
D™ 53 0.631| 37 0.374

* pe =0.001
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con AR que presentan al
menos un alelo D™,

DT[H‘ DT()-
Caracteristicas n=31 n=53

Genero,

Femenino n (%) 28 (38.9) 44 (61.1)

Masculino n (%) 3(29% 9(75)
Edad, promedio + DE afios 409+ 17.1 383+133
Duracién de la enfermedad,
Promedio + DE meses 17.3+6.2 16.3+4.8
Educacién formal,
Promedio + DE aros 9.1+ 4.3 10.3+8.9
Factor reumatoide +, n (%) 26 (36.6) 45(63.4)
HAQ, promedio + DE 0.81 £0.57 0.79 £ 0.68
Rango 0 -3
DAS, promedio + DE 35+ 1.2 3.3+1.2
Titulo de factor reumatoide,
Promedio + DE Ul/ mi 485.8 £ 673.2 437.4+£705.2

DE = desviacién estandar , HAQ = Cuestionario de evaluacién de la funcion fisica,
DAS = Escala de evaluacién de la actividad.

En la Tabla 16 se muestran los valores de D y D” ( ver materiales y métodos) , que son
los dos métodos estadisticos que se utilizaron en este trabajo para determinar los
patrones de LD para cada par de loci, en nuestra poblacién de mestizos mexicanos. Asi,
en la Tabla 16 podemos observar el patrén de LD para los haplotipos HLA-DRB1-DQB1
mas representativos que se encontraron en nuestra poblacion de mestizos mexicanos,
destacando que el alelo HLA-DQB1*0302 se encuentra en LD con HLA- DRB1*0407 (D =

0.0798, D’= 1), DRB1*0404 ( D = 0.0342, D'= 1 ), DRB1*0403 ( D = 0.0152, D" = 1),
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DRB1*0411 (D =0.0114, D'= 1) y DRB1*0405 ( D = 0.0076, D"’= 1 ). Por otro lado, el alelo
HLA-DQB1*0201 se encuentra en LD con DRB1*0701 ( D = 0.0926, D" = -1). En la Tabla
17 se muestra la frecuencia de los haplotipos HLA-DRB1-DQB1 en los pacientes con AR y

controles.

Tabla 15. Frecuencia génica (fa)de los alelos del locus HLA-DQB1 en pacientes Mestizos
Mexicanos con AR y controles sanos.

Pacientes Controles
HLA-DQB1 168 198

n fa n fa P RM IC 95 %
HLA-DQB1*0302 65 0.387 | 48 0.242 | 0.003* 1.97 1.23-3.17

HLA-DQB1*0301 24 0.143 | 33 0.167 NS

HLA-DQB1*0402 19 0113 | 33 0.167 | NS

HLA-DQB1*0501 17 0.101 (12 0.061 NS

HLA-DQB1*0201 12 0.071 [ 33 0.167 | 0.006™ 0.38 0.17-0.8

HLA-DQB1*0602 1 0.065 |15 0.076

HLA-DQB1*0503 10 0.060 9 0.015

HLA-DQB1*0502 6 0.036 4 0.020
HLA-DQB1*0603 3 0.018 4 0.020
HLA-DQB1*0604 1 0.006 3 0.015

*p. =0.03, **p. = 0.06

Podemos observar que la frecuencia del haplotipo HLA-DRB1*0404-DQB1*0302 se
encuentra incrementada en pacientes (0.161) vs controles (0.045), siendo ésta
estadisticamente significativa ( p. = 0.006, RM = 4.2, IC 95 % = 1.85 — 10.45; Tabla 17)

Asimismo, la frecuencia del haplotipo HLA-DRB1*0701-DQB1*0201 se encuentra
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disminuida en pacientes al comparar con los controles 0.042 y 0.011, respectivamente,
pero sin ser estadisticamente significativa después de la correccién (p. = 0.62, RM = 0.35,
IC 95% 0.12 — 0.87; Tabla 17). Sin embargo, como podemos observar en la Tabla 7 la
frecuencia del alelo DRB1*0404 (0.161) y la frecuencia del haplotipo HLA-DRB1*0404-
DQB1*0302 (0.161; Tabla 17) es la misma. Lo mismo ocurre para las frecuencias del
alelo HLA-DRB1*0701 (0.042) y del haplotipo HLA-DRB1*0701-DQB1*0302 (0.042).

Tabla 16. Desequilibrio de unién entre los loci HLA-DRB1 y DQB1 en la poblacién de Mestizos
Mexicanos. Valoresde D, D’ ydep

Haplotipos !
DRB1 - DQB1 D D’ p i

DRB1*0101-DQB1*0501 0.0281|0.8479| 0:0000
DRB1*0103-DQB1*0501 0.01421.0000| 0.0000 |

DRB1*03-DQB1*0201 0.0463 | 1.0000| 0.0000

DRB1*0407-DQB1*0302 ]0.0798]1.0000| 0.0000
DRB1*0404-DQB1*0302 | 0.0342|1.0000( 0.0000
DRB1*0403-DQB1*0302 |0.0152{1.0000; 0.0004
DRB1*0405-DQB1*0302 [0.0076|1.0000| 0.0132
{DRB1*0411-DQB1*0302 10.0114|1.0000| 0.0023

DRB1*0701-DQB1*0201 0.0926 | 1.0000| 0.0000

DRB1*0802-DQB1*0402 |0.1305|1.0000| 0.0000

{DRB1*1101-DQB1*0301 0.04270.8942| 0.0000
DRB1*1104-DQB1*0301 0.0159|1.0000| 0.0001

DRB1*1402-DQB1*0301 0.0279|1.0000| 0.0000
DRB1*1401-DQB1*0503 |0.0239|1.0000| 0.0000
DRB1*1407-DQB1*0503 10.0119{1.0000| 0.0008
DRB1*1406-DQB1*0301 0.0069|0.5769| 0.0523

DRB1*1501-DQB1*0602 |0.0420|1.0000| 0.0000
DRB1*1502-DQB1*0602 |0.0089(0.6393| 0.0001

Solo estan representados los haplotipos con LD significativo ( valor de p)
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Tabla 17. Frecuencia de los haplotipos (fh) HLA-DRB1-DQB1 en pacientes con artritis
reumnatoide y controles sanos en una poblacién de Mestizos Mexicanos.

Haplotipos Pacientes Controles
DRB1 - DQB1 n=168 n=198
n fh n fh p RM  IC95%

DRB1*0101-DQB1*0501 9 0.053 6 0.030
DRB1*0103-DQB1*0501 3 0.012 3 0.015

DRB1*03-DQB1*0201 5 0.030| 11 0.055

DRB1*0404-DQB1*0302 27 0.161 9 0.045| 0.0002* 4.2 1.85-1047
DRB1*0407-DQB1*0302 12 0.071 21 0.106
DRB1*0405-DQB1*0302 1 0.065 4 0.020
DRB1*0403-DQB1*0302 6 0.036 2 0.010
DRB1*0411-DQB1*0302 5 0.030 2 0.010

DRB1*0701-DQB1*0201 7 0.042 | 22 0.111 {0.02* 0.35 0.12-0.87

DRB1*0802-DQB1*0402 | 19 0113 31 0.157

DRB1*1101-DQB1*0301 0042 M1 0.055
DRB1*1104-DQB1*0301 0 0.000 4 0.020

-~

DRB1*1402-DQB1*0301 6 0.036 7 0.035
DRB1*1401-DQB1*0503 6 0.036 6 0.030
DRB1*1407-DQB1*0503 4 0.024 3 0.015
DRB1*1406-DQB1*0301 2 0.012 2 0.010
DRB1*1501-DQB1*0602 7 0.042 9 0.045
DRB1*1502-DQB1*0602 0 0.000 2 0.010

“Pp.=0.006, * p.=062

e. La asociacion de susceptibilidad de los loci HLA-DRB1 y HLA-DQB1 para el

desarrollo de AR es independiente.

Hasta el momento, tomando por separado los resultados de los loci HLA-DRB1 y HLA-

DQB1, podriamos decir que ambos loci influyen en la susceptibilidad o proteccion al
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desarrolio de la enfermedad. Sin embargo, analizando los dos loci como haplotipos
podemos ver que la frecuencia del alelo HLA-DRB1 asociado con susceptibilidad, es la
misma que la frecuencia del haplotipo HLA-DQB1-DQB1 de susceptibilidad, de igual
manera los valores de p, RM e IC 95 % son muy parecidos (Tablas 7 y17), por lo cual
surge la pregunta de si uno de los dos loci puede ser un factor de confusién que sea
originado por el fuerte desequilibrio de unién que existe entre ambos loci. Para responder
esta pregunta se utilizo la prueba de Mantel-Haenszel (MH), donde se estratifican los
pacientes como se describe a continuacion.

En la Tabla 18a se observa el nimero de pacientes de acuerdo al genotipo del locus
HLA-DQB1*0302 y a la presencia o ausencia de alelos HLA-DRB1*04 que codifican para
el epitope compartido; con dichos datos se elaboraron dos tablas de 2 x 2 para calcular la
RM, la primera donde se comparan los individuos que presentaron por lo menos un alelo
HLA-DRB1*04 que codifica para el EC [DRB1*04(EC+) / 04(EC+) y DRB1*04(EC+) / EC-]
vs ( EC-/ EC-) en pacientes y controles, en el grupo de individuos que fueron positivos
para un alelo HLA-DQB1*0302 [ DQB1*0302-0302 y DQB1*0302-X ], (RM=3.3 IC 95 %
1.3 — 8.1; Tabla 18b) . En la segunda tabla se comparan los individuos que presentaron
por lo menos un alelo HLA-DRB1*04 que codifica para el EC [DRB1*04(EC+) / 04(EC+) y
DRB1*04(EC+) / EC-] vs ( EC-/EC-) en pacientes y controles , pero ahora en el grupo
de pacientes que fueron negativos para el alelo HLA-DQB1*0302 (RM =2.1I1C 95 % =
0.03 - 168.56). La diferencia de la RM entre ambas tablas de 2X2 no fue
estadisticamente significativa ( p = 0.3505) lo que sugiere que no hay un efecto sinérgico
entre estos loci en la susceptibilidad al desarrollo de AR. El valor de la razén de momios

obtenida por el método de MH ( RM = 2.8, IC95% 1.4 — 5.5; Tabla 18b) fue diferente al
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obtenido en el grupo que fue HLA-DQB1*0302 positivo (RM = 3.3) y en el grupo de HLA-
DQB1*0302 negativo ( RM = 2.1), lo cual sugiere que no hay efecto de confusion del
locus HLADQB1 o HLA-DRB1, y que la asociacién de ambos loci con riego a desarrollar

AR es independiente.

Tabla 18a . Distribucion de HLA-DQB1*0302 genotipos en pacientes con AR y controles de
acuerdo a la presencia o ausencia de alelos HLA-DRB1*04 que codifican para el epitope
compartido (EC)

Genotipo DQB1*0302-0302 DQB1*0302-x DQB1* x-x
n n n
Pacientes
2 0 0
DRB1*04(EC+) / 04(EC+) 5 31 0
DRB1*04(EC+) / EC - 1 15 27
| EC-/ EC-
Controles
0 0 0
DRB1*04(EC+) / 04(EC+) 6 10 0
DRB1*04(EC+) / EC - 2 24 57
EC-/ EC-
L {

Tabla 18b. Razén de momios de los genotipos [DRB1*04(EC+) / 04(EC+) y DRB1*04(EC+) / EC-]
vs ( EC- / EC- )en pacientes y controles, de acuerdo a los subgrupos [ DQB170302-0302 y
DQB1°0302-X ]y DQB1* X-X. El simbolo X denota la ausencia del alelo HLA-DQB1*0302.

l
DRB1*04(EC+) / 04(EC+) y DRB1*04(EC+) / EC~
vs
EC-/EC- RM IC 95%
DQB1* X-X 21 0.03-168.56
DQB1*0302-0302 y DQB1*0302-X 33 1.3-81
Mantel-Haenszel 28 14-55

58



El analisis de MH también se llevd a cabo tomando en cuenta la presencia o ausencia
del EC independientemente del alelo HLA-DRB1 que lo codifica. En la tabla 19a se
muestra la distribucion de los genotipos HLA-DQB1*0302, de acuerdo al EC. Se
elaboraron dos tablas de 2X2 para obtener la RM; en la primera se compararon los
individuos que presentaron por lo menos un EC (EC+ / EC+ y EC+ / EC-) vs los que
fueron negativos para el EC (EC -/ EC -) en pacientes y controles, pero solo en los
que presentaron un alelo HLA-DQB1*0302 [ DQB1*0302-0302 y DQB1*0302-X ] ( RM =
4.2, 1C95% = 1.6 — 10.7; tabla 19b). En la segunda tabla de 2X2 se compararon los
individuos que presentaron por lo menos un EC ( EC+ / EC+ y EC+ / EC-) vs los que
fueron negativos para el EC (EC -/ EC -) pero ahora en los que fueron negativos para
el alelo HLA-DQB1*0302 (RM = 2.2, IC95% = 0.8 — 6.2; Tabla 19b ). Al comparar la razén
de momios de ambas tablas, encontramos que la diferencia no es estadisticamente
significativa ( p = 0.3196), sugiriendo que no existe un efecto sinérgico entre ambos loci. El
valor de la razén de momios obtenida por el método de MH ( RM = 3.1, 1C95% = 1.7 —
5.8 ; Tabla 19b) fue diferente al obtenido en el grupo que fue HLA-DQB1*0302 positivo
(4.2) y al obtenido en el grupo que fue HL-DQB1*0302 negativo (2.2), lo que sugiere la
ausencia de un factor confusién entre ambos loci. Asi podemos decir que el efecto de
susceptibilidad de HLA-DQB1*0302 es independiente del efecto de HLA-DRB1, ya sea
analizandolo sélo como subtipos de HLA-DRB1*04 que codifican para el epitope
compartido, o bien como epitope compartido independientemente del alelo HLA-DRB1

que lo codifique.
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Tabla 19a . Distribucion de HLA-DQB1*0302 genotipos en pacientes con AR y controles de
acuerdo a la presencia o ausencia del epitope compartido (EC).

Genotipo DQB1*0302-0302 | DQB1*0302-x DQB1* x-x
n n n
Pacientes
EC+ / EC+ 2 8 1
EC+ / EC- 5 26 12
EC- / EC- 1 15 14
Controles
EC+ / SE+ 0 1 0
EC+ / SE- 5 10 17
EC+ / SE- 10 16 40

Tabla 19b. Razon de momios al comparar [ (EC+/EC+)y (EC+/ EC-)] vs (EC-/EC-)en
pacientes y controles, de acuerdo a los subgrupos [ DQB1*0302-0302 y DQB1*0302-X ]y DQB1*
X-X. El simbolo X denota la ausencia del alelo HLA-DQB1*0302.

[ EC+ | EC+ y EC+ | EC- |
vs
EC-/ EC- RM IC 95%
DQB1* X-X 2.2 0.8-6.2
DQB1*0302-0302 y DQB1*0302-X 42 1.6-10.7
Mantel-Haenszel 3.1 17-58

f. HLA-DQB1 y caracteristicas clinicas.

Una vez demostrado que la asociacion de HLA-DQB1*0302 con susceptibilidad al
desarrollo de AR es independiente de los alelos HLA-DRB1 que codifican para el EC, se
analizaron las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes de acuerdo a la
ausencia o presencia del alelo HLA-DQB1*0302. Cuarenta y ocho pacientes con AR (84.2
% ) fueron mujeres en el grupo que presento por lo menos un alelo HLA-DQB1*0302, y
en el grupo que fue negativo para el alelo HLA-DQQB1*0302, el 88.9 % fueron mujeres

(Tabla 20). El FR fue positivo en un 87.7 % en el grupo HLA-DQB1*0302 positivo y 77.8
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% fue FR positivo en el grupo HLA-DQB1*0302 negativo. Igualmente, el porcentaje de
pacientes que tomaba metotrexate o cloroquina fue muy similar en ambos grupos. No
hubo diferencia en los valores promedio de meses de evolucién de la enfermedad, titulos
de FR, HAQ y DAS (Tabla 20). Sin embargo, el promedio de edad al inicio de la
enfermedad fue menor en el grupo de pacientes con AR que presenté al menos un alelo
HLA-DQB1*0302 (37.0 + 13.8), al comparar con el grupo que fue HLA-DQB1*0302
negativo ( 44.0 + 15.9 ), siendo esta diferencia estadisticamente significativa ( p = 0.04; t

de Student).

Tabla 20. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con AR que presentan al
menos un alelo HLA-DQB1*0302.

Caracteristicas HLA-DQB1*0302 HLA-DQB1-X
n=57 n=27
Genero, ;
Femenino n (%) 48 (84.2) 24 (88.9)
Masculino n (%) 9(15.8) 3(11.1)
Edad, promedio + DE aiios 37.0+13.8 44.0 + 15.9
Duracion de la enfermedad,
Promedio £ DE meses 16.5 £ 8.0 17.1 £6.5
Educacién formal,
Promedio + DE afios 93+ 43 11.0+5.2
Factor reumatoide +, n (%) 50 (87.7) 21(77.8)
HAQ, promedio + DE 0.82 £0.66 0.76 £0.59
Rango 0 -3
DAS, promedio + DE 35+ 1.2 3.1+£0.92
Titulo de factor reumatoide,
Promedio + DE Ul/ mi 508.8 £791.0 342.2 £ 390.0

DE = desviacion estandar , HAQ = Cuestionario de evaluacién de la funcién fisica,
DAS = Escala de evaluacion de la actividad.
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g. Region de clase lll del complejo principal de histocompatibilidad y su asociacién

con artritis reumatoide.

g.1 TNF-a y artritis reumatoide.

Se analizaron los polimorfismos -238 y -308 de la region promotora del TNF-a. La
distribucion de los alelos y genotipos del polimorfismo —238 se muestra en la Tabla 21a,
donde se observa que hay un ligero incremento del heterocigoto ( G /A ) en los pacientes
(0.214) al comparar con los controles ( 0.131), aunque no alcanza a ser estadisticamente
significativa. Ademas, se encontré un incremento en la frecuencia del alelo A en los
pacientes con AR (0.143) vs controles (0.076), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa ( p = 0.04), aunque se pierde ligeramente después de la correccién ( p. = 0.08,
RM = 2.0, IC95% = 1.0 — 4.32; Tabla 21a). Por otro lado, la proporcién de pacientes que
presentan al menos un alelo A se encuentra incrementada en pacientes ( 25 %) vs
controles (14 %), sin alcanzar a ser estadisticamente significativa ( p. = 0.12, RM = 2.0,
IC95% = 1.0 —4.06; Tabla 21b). La proporcién de mujeres, porcentaje de FR +, pacientes
que tomaban metotrexate o cloroquina no fue diferente entre los pacientes que
presentaron al menos un alelo A vs los que no presentaron el alelo A. El valor promedio
de edad, meses de evolucion de la enfermedad, HAQ, DAS vy titulos de FR no fue
diferente en ambos grupos. Al analizar la tendencia de la razén de momios de las
diferentes variables cuantitativas de acuerdo a la presencia o ausencia del alelo A del
polimorfismo —238 del TNF-a, se encontrd un incremento en la proporcién del alelo
TNF238A vy valores por debajo de la media del indice DAS que mide actividad de la

enfermedad (pc=0.06, RM =3.1, IC85% = 1.0 — 11.03; Tabla 22).
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Tabla 21a. Frecuencias de alelos y genotipo del polimorfismo -238 de la region promotora del
TNF-a en pacientes con AR mestizos mexicanos y controles.

TNF -238 Pacientes con AR |  Controles
n =84 n=99
n f n f p RM IC 95%
Genotipos
G/G 63 0.750 85 0.859
G/A 18 0.214 13 0.131
AlA 3 0.036 1 0.010
Alelos
G ' 144 0.857 183 0.924
A 24 0.143 15 0.076 0.04* 2.0 1.0 -4.32
*p.=0.08

Tabla 21b. Proporcién de pacientes con al menos un alelo A del polimorfismo -238 del TNF-238

en pacientes mestizos mexicanos y controles.

TNF -238 Pacientes con AR Controles
n==84 n=99
n (%) n (%) p RM IC 95 %
G/G 63 (75) 85 (86)
G/A
A/A 21 (25) 14 (14) 0.06* 2 09 -4.06
*p.=0.12

El andlisis de LD mostré que el alelo TNFA238 se encuentra en desequilibrio de unién con

el alelo HLA-DRB1*0701 ( D = 0.04209, D'= 0.6249, p = 0.00000) y con HLA-DRB1*1401

( D =0.0129, D'= 0.4590, p = 0.00007). Sin embargo la frecuencia del haplotipo HLA-

DRB1*0701-TNF-238A no fue estadisticamente diferente entre pacientes con AR (0.042)
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vs controles (0.061). Asimismo, la frecuencia del haplotipo HLA.DRB1*1401-TNF-238A no

fue estadisticamente diferente al comparar pacientes (0.036 ) vs controles (0.015).

Con relacion al polimorfismo —308 de la region promotora del TNFa la distribucion de los

genotipos y alelos fue muy similar entre pacientes y controles; estos resultados se

muestran en la Tabla 23.

Tabla 22. Proporcion de pacientes con al menos un alelo -238 A en pacientes con artritis
reumatoide. de acuerdo al valor del indice DAS.

Categoria de acuerdo Pacientes Pacientes
a los valores del indice | -238 A (+) -238 A (-)
DAS n=21 n=63
n (%) n (%) P OR Cl 95 %
0-3.25 15§ (M) 28 (44) | 0.03* 31 1.0-11.03
>3.25 6 (29 35  (56)

*p. =0.06

Tabla 23. Frecuencias de alelos y genotipo del polimorfismo —308 de la region promotora del TNF-
a en pacientes con AR mestizos mexicanos y controles.

TNF -308 Pacientes con AR Controles
n =384 n=99
n f n f p RM IC 95%
Genotipos
G/G 78 0.928 93 0.939 NS
G/A 5 0.060 13  0.061 NS
AlA 1 0.012 0 0.000 NS
Alelos
G 161 0.958 186 0.939 NS
A [ 7 0.042 12  0.061 NS
|




g.2 HSP70-hom y susceptibilidad al desarrollo de artritis reumatoide.

En el presente estudio no se encontré asociacion del locus HSP70-hom con
susceptibilidad al desarrolio de artritis reumatoide. La distribucién de los genotipos y
alelos fue muy similar tanto en pacientes como en controles; los resultados se muestran
en la Tabla 24. Tampoco se encontraron diferencias en las caracteristicas demograficas y
clinicas en los pacientes de acuerdo a la presencia o ausencia del alelo B ( alelo mutado)

de HSP70-hom.

Tabla 24. Frecuencias de alelos y genotipo del polimorfismo HSP70-hom en pacientes mestizos
mexicanos y controles.

|
HSP70-hom Pacientes con AR Controles |
n =84 n=99
n f n £ P OR IC 95 %
Genotipo
AA 48 0.571 59 0.595 NS
AB 29 0.345 35 0.354 NS
BB 7 0.084 5 0.051 NS
Alelo

A 129 0.744 153 0.773 NS
B 43 0.256 45 0.227 NS
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9. DISCUSION.

En el presente estudio se demuestra una asociacién de la regién de clase Il del MHC
con susceptibilidad al desarrollo de la artritis reumatoide (AR) en mestizos mexicanos,
donde el efecto del locus HLA-DRB1 es independiente del efecto de HLA-DQB1. Por
otro lado, también se demuestra una asociacion del polimorfismo —238 de la regién
promotora del TNF—.

Los datos muestran una clara asociacion del epitope compartido (EC) con la
susceptibilidad al desarrollo de AR, ya que hay un incremento en l|a proporcién de
pacientes (0.643) que presentan por lo menos un alelo HLA-DRB1 que codifica para EC
(EC+) vs controles (0.303). El analisis de las caracteristicas demograficas y clinicas de
acuerdo a la presencia o ausencia de HLA-DRB1 EC+ revel6é que hay un incremento en
el valor promedio del titulo de FR en pacientes que fueron EC+ vs los que no presentaron
un alelo que codifique para el EC (EC-), pero esto no fue estadisticamente significativo.
Sin embargo, si hay un claro incremento en la proporcion de pacientes que son EC+ con
los niveles mas elevados del titulo de FR ( > 224 Ul /ml). No hubo diferencia en las
proporciones Yy valores promedio de las otras variables estudiadas. Asimismo, la
proporcion de individuos con dos copias del EC (EC+ /EC+) esta incrementada en los
pacientes (0.143) al comparar con controles (0.010), las caracteristicas clinicas y
demograficas de los pacientes que presentaron dos copias del EC (EC+ / EC+) no fueron
diferentes de los pacientes que sélo presentaron una copia del EC (EC+ / EC-). Estudios
previos han demostrado que la dosis del EC+ modifica la expresién de la enfermedad, por

ejemplo: la presencia de 2 copias del EC+ se ha asociado a mayor dafo articular y
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manifestaciones extra-articulares como el sindrome de Felty, vasculits y noédulos
reumatoides'® %",

Asi como la dosis del EC+ influye en la expresion de la enfermedad, también lo hace el
tipo de alelo HLA-DRB1 que codifica para el EC, ya que adicional a la presencia de dos
copias del EC+, los individuos que son HLA-DRB1*0401-0401 cursan con una enfermedad
mas agresiva que los que son HLA-DRB1*0401-0404, DRB1*0404-0404 o
DRB1*0404-0101, y en general los subtipos moleculares de HLA-DRB1*04 EC+ cursan
con una enfermedad mas agresiva que los que son HLA-DRB1*01 EC+'%%'% En Ia
poblacién de mestizos mexicanos con AR, los alelos HLA-DRB1 mas frecuentes que
codifican para el EC, fueron los siguientes: HLA-DRB1*0404 (0.161), DRB1*0405 (0.065) y
DRB1*0101 (0.065). Interesantgmente se detectaron tres pacientes con alelos HLA-
DRB1*0102 (0.018); este alelo, hasta el momento no ha sido detectado en la poblacién de
mestizos mexicanos (controles). Al analizar las caracteristicas demograficas y clinicas de
los pacientes con AR, de acuerdo al alelo HLA-DRB1 que codifica para el EC, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, aunque el valor promedio del titulo
de FR en los individuos que presentan un subtipo HLA-DRB1*04 que codifican para el EC,
es mayor que los que son HLA-DRB1*0101, DRB1*0102,DRB1*1402 0 DRB1*1406.

En nuestra poblacién, la presencia de dos copias de EC no influye en la gravedad de la
enfermedad, asi como tampoco el tipo de alelo HLA-DRB1 que codifica para el EC. Los
resultados del presente estudio corroboran que los individuos que son HLA-DRB1 EC+
tienen un riesgo mayor para el desarrollo de artritis reumatoide, y que la presencia del
EC+ esta asociada con los titulos altos de FR, lo cual sugiere que los individuos que son

HLA-DRB1 EC+ pueden cursar con una enfermedad mdas agresiva. Sin embargo, la
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ausencia de diferencias significativas en los valores de las variables demograficas,
clinicas y mas importante en los titulos de FR entre los pacientes que fueron EC+/EC+y
los que fueron EC+ / EC—, puede ser explicada por la combinacion de los diferentes alelos
HLA-DRB1, ya que del total de pacientes con 2 copias de EC+, el 0.333 fue una
combinacién de HLA-DRB1*0404-0101 y el resto, fue una combinacion de HLA-
DRB1*0404 ¢ HLA-DRB1*0405 con HLA-DRB1*0101, DRB1*0102 , DRB1*1402 vy
DRB1*1001.

En poblaciones caucasicas y asiaticas, la combinacion de HLA-DRB1*0401 con cualquier
otro subtipo de HLA-DRB1*04, DRB1*01 y DRB1*14 que codifica para el EC, se ha
asociado con mayor gravedad de la enfermedad manifestada por dafo articular
importante y manifestaciones extraarticulares'®'%_ De igual forma. en los individuos EC+
/ EC—, el valor promedio en los titulos de FR fue mayor en los individuos que presentaron
un subtipo HLA-DRB1*04 que codifica para el EC, pero no fue estadisticamente
significativa la diferencia al comparar con los individuos que presentaron otro alelo HLA-
DRB1 EC+.

Tanto en los individuos que fueron EC+ / EC+, como los que fueron EC+ / EC—, el alelo
mas frecuente fue el HLA-DRB1*0404. La frecuencia incrementada del alelo HLA-
DRB1*0404 en los pacientes mestizos mexicanos con AR, sugiere que los genes
autoctonos pueden ser importantes en el desarrollo de AR, ya que este alelo es el mas
frecuente en las poblaciones de mestizos mexicanos, e indigenas nahuas y mazatecos'®.
Adicional al componente autéctono, debido a la presencia de HLA-DRB1*0404, en nuestra
poblacién se puede observar un efecto de otros genes adquiridos por mestizaje, dado

principalmente por los alelos HLA-DRB1*0405, DRB1*0101 y DRB1*0102; los dos
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primeros se encuentran en frecuencias muy bajas en la poblacién de mestizos mexicanos
y el dltimo no ha sido detectado en poblacion sana. Estos alelos probablemente se
adquirieron a través de la hibridaciéon de la poblaciéon mexicana con otros grupos étnicos,
dando origen a los mestizos mexicanos. Los resultados corroboran los hallazgos de Debaz
et al'”” (HLA-DRB1*0404), en una poblacién de mexicanos con AR . En contraste a los
hallazgos en pacientes mexicano-americanos de Starr County en el estado de Texas,

reportados por Del Rincén et al'®

, que encuentran una asociacién de HLA-DRB1*1402
con susceptibilidad al desarrollo de AR, en este estudio no encontramos dicha asociacién.
Esta diferencia puede explicarse debido a que Ila estructura genética de los mestizos
mexicanos es diferente a la encontrada en los mexicano-americanos, compuesta en un 61
% por genes esparioles, un 31 % por genes de nativos de América ( indigenas Pima o
Papago) y un 8% de genes africanos'®, por lo que los hallazgos de Del Rincén pueden
ser atribuidos a la influencia de genes de los nativos de América ( Tinglits, Yakima o
Pima), ya que la asociacion de HLA-DRB1*1402 con susceptibilidad al desarrollo de AR
se ha reportado en poblaciones indigenas Yakima y Pima''®'"",

En el presente estudio se corroboré el efecto de proteccién de los alelos HLA-DRB1 que
codifican para el 4cido aspartico en la posicion 70 (D’®), ya que la proporcién de
pacientes con AR que presentan al menos una alelo D’** ( 0.369 ) esta disminuida de
manera muy importante al comparar con los controles (0.626). De los alelos que codifican
para HLA-DRB1 D’® el mas importante fue el DRB1*0701 (0.042) vs (0.111) , seguido
del DRB1*1101 (0.042) vs (0.060) y finalmente el HLA-DRB1*0802 (0.113) vs (0.150). Si
bien los alelos HLA-DRB1 confieren un factor de proteccion, estos no influyen en la

expresion de la enfermedad, pues no hay diferencias estadisticamente significativas en

las variables demograficas y clinicas entre los individuos HLA-DRB1 D’® y los que son

69



HLA-DRB1 D’* , asi como tampoco existen diferencias separando a los pacientes de
acuerdo al alelo HLA-DRB1 que codifique para D7°*.

La region que abarca del aminodacido de la posicion 70 a la posicion 74 de la cadena p de
la molécula HLA-DR es muy importante para la susceptibilidad o proteccion al desarrollo
de AR. En relacién con susceptibilidad la region conocida como epitope compartido, que
incluye los aminoacidos QRRAA o QKRAA ( Tabla 2), de acuerdo al alelo HLA-DRB1 que
lo codifique, se han propuesto varios modelos para explicar su rol en la patogénesis de la
artritis reumatoide:

a). Péptidos artritogénicos especificos se unen al EC. Los péptidos artritogénicos
poseen una secuencia especifica de aminoacidos en las cadenas laterales
correspondiendo a la posicion 4 del péptido antigénico, y a su vez corresponde con uno
de los bolsillos (“pocket”) localizado en el surco de unién al péptido de las moléculas clase
Il. Péptidos antigénicos con aminoacidos de carga negativa ( acido glutamico y acido
aspartico) en la posicién 4 del péptido, se unen de manera eficiente para alelos que
contienen arginina ( R ) o lisina (K) en la posicién 71 de la cadena DRp. Por otro lado, los
aminodcidos con cargas positivas (arginina y lisina) en la posicion 4 del péptido, no se
unen a los alelos HLA-DRB1 que codifican para el EC''%14.

b) Existe un reconocimiento directo del receptor de células T (TCR) por el epitope
compartido localizado en la alfa-helice de la cadena f en la molécula HLA-DR. Este
modelo se basa en las observaciones de que las posiciones 70 y 74 del EC juegan un
papel importante en la interaccion con el TCR, independientemente del antigeno unido a la
molécula de HLA-DR. Experimentos de mutagénesis dirigida, donde se alteran los sitios

polimérficos 70 o 74 del EC en una molécula HLA-DRB1*0404, han demostrado ser
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suficientes para disminuir el reconocimiento por clonas de células T humanas''®.
Adicionalmente, un modelo grafico interactivo del complejo trimolecular TCR-péptido-MHC
se utilizé para orientar los contactos entre TCR y HLA-DRB1*0404''®, demostrando que
los contactos mas notables fueron las interacciones en la region comprendida entre la
posicién 67 a 74 de cadena B (donde una red de puentes de hidrogeno que rodea los
aminodcidos en las posiciones 70 y 71 del epitope compartido, potencialmente crea una
conformacion especifica que es reconocida por las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) del TCR ; dichas CDR participan en la activacién especifica de
las células T). Estos sitios de interaccién detectados por el modelo grafico correlacionan
con elementos VP del TCR en poblaciones oligoclonales de células T que se han
encontrado en pacientes con AR. Asi, este modelo propone que el epitope compartido
por medio de sus interacciones con el TCR (elementos VB) favorece la expansion
oligoclonal de células autorreactivas.

Mecanismos de mimetismo molecular. Existe similitud entre la secuencia del epitope
compartido con varias proteinas, lo que pude desencadenar una reaccion cruzada; dentro
de éstas se encuentran la proteina gp110 del virus de Epstein-Barr, y la proteina DNA J de
Escherichia coli ''7""®,

Con relacion al factor de proteccion que ejercen los alelos HLA-DRB1 D™ | el acido
aspartico en esta posicién modifica la red de puentes de hidrégeno que se estan
alrededor de los aminoacidos localizados en la posicion 70 y 71 del epitope compartido, lo
cual altera los sitios de contacto entre el epitope compartido y el TCR. Otro mecanismo

implicado con este efecto protector es que la cadena B de la molécula de HLA-DR con

D" une de manera mas eficiente la cadena invariante (li) durante la sintesis de moléculas
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HLA-DR, lo que resulta en una disminucion en la unién de autoantigenos en el surco de la
molécula HLA-DR durante su sintesis''%'%.

El alelo HLA-DQB1*0302 se asocia con susceptibilidad al desarrollo de artritis reumatoide
y se asocia con un inicio de la enfermedad a mas temprana edad. Pése a la existencia de
un fuerte desequilibrio de unién (LD) entre el locus HLA-DRB1 y el locus HLA-DQBA1, la
asociacion de HLA-DQB1*0302 en este estudio de mestizos mexicanos es independiente
de los alelos HLA-DRB1 EC+. Por lo que los haplotipos formados por los loci HLA-DRB1-
HLA-DQB1 son importantes en la susceptibilidad al desarrollo de AR. Los alelos que
forman los haplotipos HLA-DRB1-DQB1 varian de acuerdo al grupo étnico estudiado. Asi,
el tipo de haplotipo asociado con susceptibilidad al desarrollo de AR varia de acuerdo al
grupo étnico estudiado. Por ejemplo: el haplotipo HLA-DRB1*0401-DQB1*0301 se ha
asociado en diferentes poblaciones de caucasicos, ademas con una enfermedad mas
agresiva'?"'??2, En nuestra poblacién de mestizos mexicanos con AR, todos los alelos
HLA-DRB1*04 EC+ se encuentran en LD con HLA-DQB1*0302, pero el haplotipo mas
frecuente fue HLA-DRB1*0404-DQB1*0302. El alelo HLA-DQB1*0302 es el alelo HLA-
DQB1 mas frecuente en la poblacién de mestizos mexicanos, asi como en la poblacién
indigena de mazatecos, seguido de los alelos HLA-DQB1*0301 y DQB1*0402'%. Con
relacion a los haplotipos HLA-DRB1*04-HLA-DQB1, el haplotipo HLA-DRB1*0407-
DQB1*0302 es el mas frecuente en la poblacién de mestizos mexicanos y en los indigenas
mazatecos, seguido del haplotipo HLA-DRB1*0404-DQB1*0302. Siendo el haplotipo HLA-
DRB1*0404-0302 el mas frecuente en los pacientes mestizos mexicanos con artritis
reumatoide, el papel de genes autdctonos en la susceptibilidad para el desarrollo de artritis

reumatoide, es muy importante, tanto a nivel de alelo como de haplotipo.
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Las dos moléculas HLA-DR y HLA-DQ son expresadas en las células presentadoras de
antigenos, lo que las hace importantes en la presentacion de antigenos durante una
respuesta inmune. Varios estudios han demostrado la importancia de ambas moléculas
en la regulacién de la respuesta inmune, por ejemplo se requiere de la participacion
conjunta de HLA-DR y HLA-DQ para controlar la respuesta inmune contra antigenos de
esquistosoma en humanos'®. De igual forma se ha demostrado que las diferentes
combinaciones de las moléculas HLA-DR / HLA-DQ puede favorecer o proteger el
desarrollo de enfermedades autoinmunes'?'?’.

Finaimente, el alelo TNF238A de la region promotora del TNF—x y la proporcion de
pacientes con al menos un alelo TNF238A tiende a estar incrementado en pacientes al
compararse con los controles ( el valor de p significativo se pierde después de la
correccion). Por otro lado, la proborcién de pacientes con al menos un alelo TNF238A se
haya incrementada en los pacientes con los valores mas bajos del }ndice DAS, que mide
actividad de la enfermedad. El papel del TNF-238A en la susceptibilidad al desarrolio de
la artritis reumatoide, parece ser independiente de los alelos HLA-DRB1 EC+, debido a
que TNF-238A se haya en LD con HLA-DRB1*0701 y con HLA-DRB1*1401 en nuestra
poblacién de mestizos mexicanos y no se encuentran en los pacientes que son HLA-
DRB1 EC+.

Como se comentd en la introduccion la seleccién natural es una fuerza evolutiva
importante que opera en los genes HLA clase | y /I, a nivel de locus y a nivel de
haplotipo, seleccionando aquellos alelos o haplotipos que codifican para moléculas HLA
clase | y Il que generan una respuesta inmunolégica mas adecuada ante la invasién de

patégenos.
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En el presente estudio los haplotipos HLA-DRB1*0407-DQB1*0302 (D =0.0798, D" =1.0
), HLA-DRB1*0404-DQB1*0302 ( D = 0.0342, D= 1.0 ), HLA-DRB1*0802-DQB1*0402
(D =0.1305, D" = 1.0 ), HLA-DRB1*1402-DQB1*0301 ( D = 0.0279, D" = 1.0 ), con LD
alto se encuentran en la poblacién de mestizos mexicanos ( controles sanos ) con una
frecuencia de 0.106, 0.045, 0.157 y 0.035, respectivamente. La frecuencia de estos
haplotipos en la poblacién indigena de Mazatecos es la siguiente: HLA-DRB1*0407-
DQB1*0302 (0.283), HLA-DRB1*0404-DQB1*0302 (0.116), HLA-DRB1*0802-DQB1*0402
(0.141) y DRB1*1402-DQB1*0301 (0.041)'?. Lo cual sugiere que la seleccién positiva ha
favorecido la permanencia de estos haplotipos, que pueden montar una respuesta
inmune optima ante la infeccion.

La recombinacién es variable a lo largo de la region del MHC, dentro del blogque de
regién de clase Il que se extiende de HLA-DRB1 a DPB2 la recombinacién es alta a nivel
del locus TAP2 por la existencia de hot-spots, y es menor en el segmento comprendido
entre el locus DRB1 y el locus DQB1. De tal forma que, la persistencia de los haplotipos
en nuestra poblacion de mestizos mexicanos, puede ser también favorecida por la
recombinacién disminuida en el segmento HLA-DRB1-DQB1. Considerando que la
poblacion de mestizos mexicanos es el producto de la hibridacion con espafioles y
africanos hace aproximadamente 500 afos después de la conquista en el siglo XVI, y
que han pasado aproximadamente 20 generaciones ( 25 afios por cada generacién® )
desde entonces, podemos calcular cuantas generaciones se necesitan para que el LD
disminuya y pueda alcanzar el equilibrio, en una regién donde la recombinacién es baja.

Conlaformula t= Iny/In(1-c) donde ¢ = numero de generaciones , In = logaritmo
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natural, y= D*/D [(D*=valorde D al cual se espera que disminuya después de n
generaciones) (D = valor de LD con el que se inicia) ], ¢ = valor de la recombinacion®’.
Con una recombinacién de 0.01 el valor de D de los siguientes haplotipos:
HLA-DRB1*0407-DQB1*0302 ( D = 0.0798 ), HLA-DRB1*0404-DQB1*0302 ( D = 0.0342)
HLA-DRB1*0802-DQB1*0402 ( D = 0.1305 ), HLA-DRB1*1402-DQB1*0301 ( D = 0.0279,
), disminuira a la mitad en aproximadamente 70 generaciones. Con una recombinacion
de 0.05, tomaria aproximadamente 14 generaciones en llegar a la mitad del valor de D
inicial. Los calculos anteriores y considerando que probablemente el LD ( valor de D)
haya sido mdas alto hace 20 generaciones, sugieren que se necesitan mas de 20
generaciones para que un LD tan alto alcancé el equilibrio, en una zona donde la
recombinacién es baja. En conjunto, la seleccion positiva sobre estos haplotipos, la
recombinacion baja en esta region, y las pocas generaciones que han pasado desde la
conquista, influyen en lo fuerte del desequilibrio de unién en los mestizos mexicanos.

En el caso de los haplotipos HLA-DRB1*0701-TNFA238 ( D = 0.04209, D" = 0.6249 ) y
HLA-DRB1*1401-TNFA238 ( D = 0.0129, D" = 0.4590 ), formados por un alelo del locus
de clase II (DRB1) y un alelo de clase /Il (TNF-a), el LD no es tan alto como el
observado en algunos haplotipos HLA-DRB1-DQB1. El desequilibrio de unién en estos
haplotipos puede ser debido al fenémeno de hitchhiking, ya que al operar la seleccion
positiva sobre loa alelos HLA-DRB1, origina que se formen haplotipos con genes

no-HLA, en este caso con alelos de la regiéon promotora del TNF—a.
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10. CONCLUSIONES.
a. El epitope compartido (EC) se asocia con susceptibilidad al desarrollo de AR; el alelo

HLA-DRB1*0404 es el mas frecuente dentro de los alelos HLA-DRB1 que codifican el EC.

b. Los alelos que codifican para el acido aspartico en la posicion D’ (HLA-DRB1*0701,

DRB1*0802, DRB1*1101) se asocian con proteccion para el desarrollo de AR.

c. El haplotipo HLA-DRB1*0404-DQB1*0302 se asocia con susceptibilidad al desarrollo
de AR; este haplotipo es frecuente en las poblaciones indigenas de México y en mestizos
mexicanos, lo cual sugiere que los genes autéctonos son importantes en la susceptibilidad

al desarrollo de AR.

d. El locus HLA-DQB1 participa en la susceptibilidad al desarrollo de AR y es

independiente de la asociacidn del locus HLA-DRB1.

e. El epitope compartido se asocia con los titulos mas altos de FR y el alelo HLA-

DQB1*0302 se asocia con un inicio de la enfermedad a mas temprana edad.

f. El alelo TNF238A de la region promotora del TNF-a se asocia con los valores del

indice de actividad DAS mas bajos.
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g. No existe asociaciéon del polimorfismo —-308 de la region promotora del TNF— con
susceptibilidad al desarrollo de AR, asi como tampoco se detectdé una asociacion con el

gen HSP70-hom.
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ANEXO 1.

Criterios revisados en 1987 para la clasificacion de la artritis reumatoide.

Criterio

Definicién

1. Rigidez matutina

Rigidez matutina en las articulaciones y alrededor de ellas
por lo menos de una hora de duracion antes de la mejoria
maxima.

2. Artritis de tres o mas
articulaciones

Al menos tres 4reas articulares deben tener
simultdneamente hinchazén de tejidos blandos o derrame ( no
sblo crecimiento 6seo) , observado por un médico. Las 14
areas articulares posibles con: interfalangicas proximales
(IFP), metacarpofalangicas (MCF), muriecas, codos, rodillas,
tobillos y metatarsofalangicas (MTF), derechas e izquierdas.

3. Artritis de las
articulaciones de las
manos

Al menos un area articular inflamada, segin se describid
antes, de la mufieca, MCF o IFP.

4, Artritis simétrica

Afecciéon simultanea de las mismas areas articulares
(como en 2) en ambos lados del cuerpo (el trastorno bilateral
de IFP, MCF, y MTF es aceptable sin absoluta simetria).

5. Noédulos reumatoides

Nédulos subcutaneos sobre las prominencias oéseas,
superficies extensoras o regiones yustarticulares, observados
por un médico.

6. Factor reumatoide en
suero

Demostracion de cantidades anormales de “factor
reumatoide” en el suero por un método que sea positivo en
menos de 5% de la poblacién de controles normales.

7. Cambios radiolégicos

Cambios radiolégicos tipicos de artritis reumatoide en la
radiografia PA de manos y muriecas, los cuales deben incluir
erosiones o descalcificacion inequivoca localizada o mas
acentuadas en zonas adyacentes a las articulaciones
afectadas ( los cambios de osteoartritis Unicamente no
califican).

Interpretacion. Para propésitos de clasificacion se dice que un paciente tiene artritis
reumatoide si satisface al menos cuatro de los siete criterios sefialados. Los criterios 1 al
4 debieron estar presentes al menos durante 6 semanas.
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ANEXO 2. Técnicas

a. Extraccion de ADN por la técnica de salting-out.

1.

En un tubo falcén, colocar de 10 a 50 ml de sangre total y agregar 40 mi de buffer
de lisis para glébulos rojos 1X. Mezclar por un minuto a temperatura ambiente.
Centrifugar a 3800 r.p.m. durante 10 minutos para precipitar los leucocitos.
Descartar el sobrenadante.

Resuspender el boton celular en 20 mi de buffer de lisis para glébulos rojos.
Mezclar por un minuto.

Centrifugar a 3800 r.p.m. durante 10 minutos.

Descartar el sobrenadante. Invertir el tubo sobre un papel absorbente para eliminar
el exceso de sobrenadante.

Resuspender el botén de leucocitos en 160 pl de buffer para proteinasa K , 40 pl de
proteinasa K (10mg/ml), 40 pl de SDS al 20% y 300 pl de agua ( volumen final de
aproximadamente 800 pl). Transferir a un tubo eppendorf de 1.5 ml.

Incubar toda la noche a 37°C o bien a 55°C por 2 horas. En el Gltimo caso
agregar 20u! de proteinasa K después de una hora de incubacion.

Posterior a la incubacién, adicionar 200 ul de NaCl 6M y mezclar vigorosamente

para precipitar proteinas.

10.Centrifugar a 13 000 r.p.m. por 10 minutos.

11.Colocar el sobrenadante en dos tubos eppendorf de 1.5 ml.

12.Adicionar a cada tubo 900 pl de alcohol absoluto frio. Mezclar por inversiéon hasta

observar el ADN precipitado.

96



13.Con ayuda de pipeta transferir el ADN precipitado a tubos eppendorf de 1.5 ml y
agregar 1 ml de alcohol al 70% para lavar.

14.Centrifugar a 10 000 r.p.m durante 5 minutos.

15. Decantar el sobrenadante.

16.Resuspender el ADN en 200 pl de H;0 dd.

Buffers utilizados en la extraccion de ADN.

Buffer de lisis para glébulos rojos.

Sacarosa 0.32M
Triton X-100 1% viv
MgCl,.6H,0 S5mM

Tris—HCI 12mM

Ajustar apH de 7.5

Buffer para proteinasa K.

NaCl 0.375M

EDTA 0.12M
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b. Tipificacion de HLA-DRB1 y DQB1.

La tipificacién de los loci HLA-DRB1 y HLA-DQB1 se realizé por la técnica de reaccion en
cadena de polimerasa e hibridacién con sondas especificas del alelo. Se utilizo el kit
comercial Dynal RELI SSO (DRB1 y DQB1). La metodologia consiste en la amplificacién
del exon 2 del los genes HLA-DRB1 y DQB1 usando iniciadores biotinilados. Una vez que
se obtiene el amplicén biotinilado, este es desnaturalizado por alcalinidad para obtener
cadenas simples de ADN que son hibridadas con las sondas especificas ancladas a una
membrana de nitrocelulosa. La deteccion de los sitios de hibridacion positivos ( ADN vy
sonda) se lleva a cabo por medio de un sistema de revelado que consiste de

estrepatividina-peroxidasa, perdxido de hidrégeno y TMB ( tetrametilbencidina).

PCR

PCR-SSO

. ADN blanco 5 Hibridacion

LT T ST I S
 —

sentido y
Membrana de
y=———— nitrocelulosa con
x4 sondas especificas.

1} e ———

Verificacion del amplificado

ADN amplificado

Gel de agarosa
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c. Tipificacion del polimorfismo —-238 de la region promotora del TNF-a. PCR-RFLP.
La posicion —238 de la region promotora del TNF-o. se detecté por la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) usando los siguientes iniciadores especificos que
flanquean el sitio polimorfico:

Sentido 5'-AAACAGACCACAGACCTGGTC-3’

Antisentido 5’-CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC-3")

Una vez terminada la PCR, el amplicén se digiri6 toda la noche con la endonucleasa de
restriccion (RFLP) BamHI. Los alelos fueron designados como sigue: alelo TNF238G
fragmento de 135 bp ( no digestion); alelo TNF238A dos fragmentos 110 bp y 25 bp

(digestion).

PCR
PCR-RFLP TNF-o —238

ADN blanco
e T,
R S PP

3 5 Deteccion de los fragmentos posterior a la

. ) digestién con la enzima BamHi
<=  |niciadores especificos

—

l TNFG TNFA TNFG/A

135bp
e 110 bp
AT | ATTON S M O S T T
e ereereerern
25bp
Amplicon

Gel de agarosa
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d. Tipificacion del polimorfismo -308 de la region promotora del TNF-o. PCR-RFLP.
La posiciéon —-308 de la region promotora del TNF-o. se detecté por la técnica de reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) usando los siguientes iniciadores especificos que
flanquean el sitio polimérfico:

Sentido 5'-GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’
Antisentido 5'-GGGACACACAAGCATCAAG-3")

Una vez terminada la PCR el amplicon se digirié toda la noche con la endonucleasa de
restriccion (RFLP) Ncol. Los alelos fueron designados comosigue: alelo TNF308G (T1)

fragmento de 129 bp ( no digestion); alelo TNF308A (T2) dos fragmentos 105 bp y 24 bp

(digestion).
PCR
PCR-RFLP TNF-c —-308
ADN blanco
3 5 Deteccion de los fragmentos posterior a la
v digestién con la enzima Neol
+ == |niciadores especificos

—-—

l TNFG TNFA TNFG/A

129 bp
105 bp

24 bp

Gel de agarosa
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e. Tipificacion del polimorfismo del gen HSP70-hom. PCR-RFLP.

El polimorfismo del gen HSP70-hom se detecté por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando los siguientes iniciadores especificos que flanquean el sitio
polimorfico en la posicién 2437:

Sentido 5'-GGACAAGTCTGAGAAGGTACAG-3’
Antisentido 5'-GTAACTTAGATTCAGGTCTGG-3")

Una vez terminada la PCR el amplicon se digirié toda la noche con la endonucleasa de
restriccion (RFLP) Ncol. Los alelos fueron designados comosigue: alelo B fragmento de

878 bp ( no digestion); alelo A dos fragmentos 551 bp y 327 bp (digestion).

PCR
PCR-RFLP HSP70-hom
ADN blanco

5
176

Deteccion de los fragmentos posterior a la

- digestion con la enzima Ncol
4 === niciadores especificos

B A AlB

b [

878 bp

551 bp
327 bp

Amplicon

Gel de agarosa
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ANEXO 3. Pruebas estadisticas:

a.Razén de momios.

La razon de momios (RM) establece asociacién entre un factor de riesgo y enfermedad ,
donde el valores mayores de 1 sugieren susceptibilidad al desarrollo de enfermedad, y
los valores menores de 1 sugieren proteccion al desarrollo de enfermedad. Considerando

una tabla de 2x2 la RM se calcula como sigue:

Enfermedad
Presente Ausente
[

§: Presente

3 a b
1]

3

S

@

w Ausente c d

RM = ad/ bec
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Tomando en cuenta la tabla anterior de 2x2 vy el valor de la RM, el intervalo de

confianza de 95 % se calcula con la siguiente formula:
IC 95% = gl (RM) +1.96 V1/a+1/b + 1/c + 1/d]

In = logaritmo natural.

b. Correcién del valor de p.
Se puede hacer multiplicando el valor de p por el numero de comparaciones, o utilizando
la siguiente formula:

p=1-(1-*a)° donde *a = valor de p sin corregir, y ¢ = numero de comparaciones.

c.Prueba de Mantel-Haenszel (MH).

El uso de la prueba de MH en los estudios de casos y controles, permite identificar un
factor de confusidn cuando se han analizado varios factores, y mas de uno esta asociado
con la enfermedad. Para realizar la prueba de MH, primeramente se construyen tablas de
2x2 de acuerdo a cada uno de los factores que se han asociado, con estas tablas se
calcula la RM para cada factor. La RM se calcula como se comenté anteriormente.
Posteriormente, se calcula la RM con la prueba de MH (RMwmu), combinando los datos de
las tablas de 2X2 que se construyeron para cada factor estudiado y asociado con la
enfermedad. Asi, RMu4 €s una combinacion de los valores individuales de RM, que se

obtuvieron de cada factor involucrado, y se calcula como sigue:
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Enfermedad

Factor de riesgo

Presente Ausente
Presente a b, a + b
Ausente 6 d, c + d
a + g b + d n;

Se construyen las tablas de 2x2 necesarias (k).

Con los datos de las tablas de 2x2 se calcula la RMyy como sigue:

3

Z ad; /Iy

in

Z b, /n;

El intervalo de confianza de 95% se calculé con la siguiente formula:

IC 95% = " RM ) +1.96 v‘Var(InRMMH)]



d. Calculo del desequilibrio de unién (LD).

El calculo de LD se realizé con el programa de Arlequin v 1.1. Se calculé la frecuencia de
los haplotipos a partir de las frecuencias genotipicas de los loci estudiados, utilizando el
algoritmo EM ( del inglés, Expectation-Maximization).

Conociendo las frecuencias de haplotipos para cada par de loci, el valor de D se calculd

como sigue:

Dj = pj— pipj

Donde pj es la frecuencia del haplotipo formado por los alelos iy j; pi y p; representan
la frecuencia de los alelos iy j, respectivamente.

El valor estandarizado de D (D), se calculé con la siguiente formula:

D'g = Dﬁ/ij,max

Donde Djmax toma uno de los siguientes valores:

Min [pip; ., (1-pi)(1-p;) ] cuando D; <0

Min [(1-p)p;, pi(1-p;) ] cuando D; >0
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ANEXO 4. Articulo publicado.
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FLSEVIER

HLA-DRBI1 Alleles Encoding the “Shared
Epitope” are Associated With Susceptibility
to Developing Rheumatoid Arthritis
Whereas HLA-DRB1 Alleles Encoding an
Aspartic Acid at Position 70 of the B-Chain
are Protective in Mexican Mestizos

J.A. Ruiz-Morales, G. Vargas-Alarcén,

P.O. Flores-Villanueva, C. Villarreal-Garza,

G. Herndandez-Pacheco, J.K. Yamamoto-Furusho,
J.M. Rodriguez-Pérez, N. Pérez-Herndndez, M. Rull,

M.H. Cardiel, and J. Granados

ABSTRACT: The risk to develop rheumatoid arthritis
(RA) has been associated with the presence of HLA-DRB1
alleles encoding the “shared epitope” (SE). Addicionally,
HLA-DRBI alleles encoding an aspartic acid at position
70 (D" ) have been associated with protection against
the development of RA. In this study we tested the
association between either SE or D'°" and rheumatoid
arthritis in Mexican Mestizos. We included 84 unrelated
Mexican Mestizos patients with RA and 99 unrelated
healthy controls. The HLA-typing was performed by
PCR-580 and PCR-SSP. We used the chi-squared test to
detec differences in proportions of individuals carrying ac
least one SE or D"’ between patients and controls. We
found chac cthe proportion of individuals carrying ac least
one HLA-DRBI allele encoding the SE was significantly

INTRODUCTION

Rheumacoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory
disease of unknown etiology, bu it is thought that both
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increased in RA cases as compared to controls (p, =
0.0004, OR = 4.1, 95% Cl = 2.2-7.7). The most
frequently occurring allele was HLA-DRB1*0404 (0.161
vs 0.045). Moreover, we observed a significantly increased
proportion of HLA-DRB1 SE+ cases with RF riters above
the median (p = 0.005). Conversely, the proportion of
individuals carrying at least one HLA-DRBL1 allele en-
coding the D™ © was significantly decreased (g, = 0.004,
OR = 0.4, 95% CI 0.2-0.7) among RA patients com-
pared with controls. In conclusion, the SE is associated
with RA in Mexican Mestizos as well as with the highest
titers of RF. Human Immunology G5, 262—269 (2004).
© American Society for Histocompatibility and Immu-
nogenecics, 2004. Published by Elsevier Inc.

genetic and environmental factors play an important role
in its pathogenesis. Regarding its genetic component,
the most thoroughly examined genes are those located in
the human leukocyte antigen (HLA) class II region. Ever
since the first description of an association berween
HLA-DR4 and RA in 1976 (1}, several alleles of HLA-
DRBI1 have been associated with the predisposition to
develop RA; however, the associated allele varies among
different ethnic groups. For example, HLA-DRB1*0401
and 0404 are the most common found in Caucasians
from North America and from Northern Europe [2, 3];
while HLA-DRB1*0405 is more frequencly present in
Japanese [4], Chinese [5], Koreans [6], Asian Indians {7],

0198-8859/04/$—sce front marter
doi:10.1016/). humimm.2003.12.009



HLA-DRBIL Alleles in Mexican Mestizos with Rheumacoid Arthricis 263

na Caucasians from Israel [8]. and Spain [9]. In addi-
tion, HLA-DRB1*1001 is observed in Spanish [9] and
Asian Indians [7], while DRB1*0102 is found in Israelis
{10}. Interestingly, che allele HLA-DRB1*1402 is asso-
ciated wich Native Americans {11}, and Mexican Amer-
icans [12]. All of these alleles share a common sequence
of amino acids that consists of Leu-Leu-Glu-Gin-Arg-
Arg-Ala-Ala, which is found from residues 67 to 74 of
the DRB1 polypeptide chain of the HLA-DR molecule.
This sequence is called “rheumartoid epitope” or “shared
epitope” (SE) [13]. The presence and the dose of HLA-
DRBI alleles encoding to SE have been associated with
characteristics of severe disease, such as extra-articular-
disease, severity of joint damage, and a higher likelihood
of being rheumartoid factor (RF) positive as well as higher
cicer of RF [14, 15). Conversely, DRBI1 alleles lacking
the SE, such as DRB1*07, DRB1*08 and DRBL*11
have been associated with protection to develop RA.
These alleles encode an aspartic acid at position 70
(D7) of the HLA-DRB chain, compared with glu-
tamine (Q) or arginine (R) in SE bearing alleles. Despite
the D™ has been associated with protection to develop
RA its association with a disease severity is unclear (16},

The SE sequence as well as the D'®* alleles encode a
critical portion of the molecule HLA-DR that forms one
of che pepride-binding pockets, and chus, make it pos-
sible to consider the potential role of either the SE or
D™®* in selecting types of antigenic peptides such as
auto antigens or cross-reactive pathogenic antigens [17].

The primary aim of this scudy is to test the association
berween HLA-DRB1 alleles encoding the “shared
epitope” (SE+) or HLA-DRBI1 alleles encoding an as-
partic acid at posicion 70 (D°") and rheumaroid arthri-
tis in Mexican Mestizos. As a secondary aim we also
tested whether or not the SE or the D' could be
associated with titers of RF in RA patients. To do so, we
designed a case control study involving Mexican Mesti-
zos patients with rheumacoid arthritis and healchy con-
trols.

PATIENTS AND METHODS
Patients

In the present study, we included 84 unrelated Mexican
Mestizo patients who met the American College of
Rheumarology (ACR; formerly, the American Rheuma-
tism Association) 1987 revised criteria for the classitica-
tion of RA [18]. The patients were receiving medical
care at the Department of Immunology and Rheumarol-
ogy at the Insticuto Nacional de Ciencias Medicas y
Nutricion “Salvador Zubiran.” All patients have RA of
no more than 3 years of evolution. We included 99
healthy unrelated Mexican Mestizos as controls. Patients
and controls were asked about their birthplace, that of

their parents and marernal and paternal grandparents as
well as cheir current address. Thus, all pacients and
controls were Mexican Mestizos and residing in Mexico
City or its metropolitan area. All patients and controls
were unrelated and of Mexican Mestizo ethnical back-
ground to the third generation as assessed by a question-
naire. A Mexican Mestizo is defined as a person who was
born in Mexico and whose last two ascending generations
were also born in Mexico {19]. According to a recent
publication, the percentage contribution from Spanish,
Amerindian and African in the gene admixture of Mex-
ican Mesctizos from cthe Federal Discrice is 50.03 * 4,11,
49.03 * 3.76, and 0.94 * 1.27, respectively [20}.
Taking into consideration the standard deviations ob-
served in that scudy an insignificanc variability in the
degree of genetic admixture is expected within and be-
tween our sample of cases and controls.

Clinical Assessment

Demographic derails, including sex, gender, formal ed-
ucation, and disease duracion were recorded. Use of dis-
ease-moditying antirheurnatic drugs (DMARDs) and the
presence of extra-articular disease manifestations were
also recorded. The RF was determined using nephelom-
etry technique. Functional capacity was assessed using a
clinically validated Spanish translation of the health as-
sessment questionnaire (HAQ) {21}, giving a score from
0 to 3 points. For the assessment of disease activity, we
used the disease activity score (DAS) [22].

DNA Extraction

Genomic DNA was excracted from whole blood sumples
according to the procedure described by Davis er 4/, [23].

HLA Typing

Generic HLA cyping was done by polymerase chain
reaction—sequence-specific oligonucleotide (PCR-SSO)
reverse dot blot using Dynal RELI SSO HLA-DRB test
kies (Hoffmann-La Roche Lid. and Roche Molecular
Systems, Inc., Alameda, CA, USA) as described by Big-
non and Fernandez-Vifia [24]. The subtypes of HLA-
DRB1*01; HLA-DRB1*04, and DRB1*14 were done
by PCR-SSP (sequence specific primer).

Statistical Analysis and Determination of

Sample Size

Data analysis was pertormed using the STATA7 statis-
tical package (UCLA Labs, Los Angeles, CA, USA). We
used the chi-squared test to detect differences in propor-
tions of males and females as well as, to detect differences
in proportions of individuals carrying the SE or the D7
of HLA-DRBI in patients and controls. The chi-squared
test was also used to test differences in proportions in RA
patients with high or low levels of RF according to the
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TABLE 1  Characreristics of Mexican Mestizos with RA and those patients carrying either a least one copy of
SE+ or at least one copy of D7
All patients SE+ SE- D 5 iy
Characteristic n=84 ‘n =54 n =30 r=31 n =352

Gender, F n (%) 72(85.7) 43 (59.7) 29 (40.3) 28(38.9) 44(61.1)
M n (%) 12(14.3) 119L.7 1 (8.3) 3(25) 9(75)
Age, mean = SD years 393 = 148 39.7 £ 148 385 = 150 409 = 17.1 38.3 £ 133
Disease duration, mean * 5D months 167 %175 163 *7.7 17374 173 £ 6.2 163 £ 83
Formal education, mean *= SD years 99 * 4.6 95+ 48 10.5 = 44 9.1 %43 10.3 £ 8.9
RF +, n (%) T1(84.5) 48 (67.6) 23 (32.4) 26(36.6) 45 (63.4)
HAQ, mean * SD 0.79 * 0.64 0.68 * 0.63 0.83 * 0.67 0.81 £ 0.57 0.79 £ 0.68
DAS, mean * SD 3312 34x1.2 32%1.1 35%1.2 33x1.2
RF riter, mean = 5D IU/ml 455.2 * 689.9 546.4 = 744.9 299.1 = 551.9 485.8 * 673.2 437.4 £ 705.2
DMARDs

MTX n (%) 68 (80.9) 43 (63.2) 25(36.8) 28 (41.2) 40 (58.8)

CLQ n (%) 41(48.8) 25(61.0) 16 (39.00 16 (39) 25(61)

Abbreviations: CLQ = chloroquine; DAS = disease activiry scale, score from 0 (rotal inactivicy disease) to 10 (very active disease); DMARDs = disease-modifying
anthitheumnatic drugs, F = female, HAQ = health asscsament questonnaire, score from U to 3, M = male; MTX = methotrexate, BA = rheumatoid arthrius,

RF = rheumaroid factor; SD = standard deviation; SE = shared epitope.

presence of SE or the D™ of the HLA-DRBL. If the
number in any cell was less than 5, the Fisher exact test
was used as indicated in the tables. The odds ratios (OR)
and 95% confidence intervals (CI) were calculated to
measure the strength of association berween either SE or
D" and RA. As a secondary aim we wanted to test
whether or not an association berween the presence of SE
or D’ of HLA-DRB1 with increased titers of RF exist
in our Mexican sample of RA pacients. To analyze this,
we classified the RA patients into three categories ac-
cording to the titers of RF: those with RF negative
(0-20 IU/ml), those with citers of RF below the median
(< 224 IU/ml), and those with titers of RF above the
median (> 224 IU/ml). Means and standard deviation
(SD) were calculated for che age, formal education, dis-
ease duration, HAQ and DAS scores and also RF titers.
We used a Scudent ¢-test to analyze differences of means
values of these variables between patients and controls or
patients classified according to che presence of SE or
D™ of the HLA-DRBI1.

We conducred a preliminary scudy wich 20 cases and
20 controls and found that 0.7 cases and 0.4 controls
carried HLA-DRBI alleles encoding SE (O.R. 3.5) and
thar 0.15 cases and 0.45 conrtrols carried HLA-DRBI
alleles encoding D" (O.R 0.1358). We calculated thac
we needed 66 to 82 cases and controls to detect with
80% power a minimal OR of 3 (0.33) with a cwo-sided
alpha level of 0.025 (according to the number of com-
parisons). We expected a proportion of 0.5 controls car-
rying at least one HLA-DRBI allele encoding SE and 0.3
paticnts carrying at least one HLA-DRBI alleles encod-
ing D'°". We recruited 84 cases and 99 concrols. Thus,
with this sample we have ac least 80% power to detect an
OR of 3 (0.33) when comparing the proportions of

patients and controls carrying HLA-DRB1 SE+ or
HLA-DRB1 D" alleles.

RESULTS

We included in this study 84 unrelated RA patients with
less than 3 years (36 months) since the onsetr of symp-
toms atcributable to RA. Seventy-two patients (85.7 %)
were female; 71 patients (84.5 %) were RF positive, and
none of these patients had an excra-articular disease.
Sixey-eight patients (80.9 %) were taking mechotrexate,
and 41 (48.8 %) were receiving chloroquine (Table 1}
We did not find significant differences neither in the
proportion of males and females nor in che mean of age
in paticnts and controls. The patients and controls scud-
ied have similar educarional level.

The “shared cpitope” is associated with RA in Mexi-
can Mestizos individuals. To idencify association of
HLA-DRB1 SE with RA we pooled the HLA-DRBI
alleles encoding the SE and compared their frequencies in
patients and controls. The proportion of individuals car-
rying at least one HLA-DRBI allele encoding the SE was
significancly increased in RA patients as compared to
controls (. = 0.0004, OR = 4.1, 95% CI = 2.2-7.7;
Table 2). In agreement with chis observation the fre-
quency of HLA-DRBI1 SE alleles was increased in RA
patients as compared to controls (7. = 0.003, OR = 3.3
CI = 2.0-5.4; Table 3). The most frequent DRBI1 alleles
encoding the SE in RA cases as compared with controls
were DRB1*0404 (0.161 vs 0.045), DRB1*0405 (0.065
vs 0.010) and DRB1*0101 (0.065 vs 0.035). Interest-
ingly, the subcypes of DRB1*14 were equally discrib-
uted in patients and concrols. In addition, the frequency
of individuals carrying two DRB1 alleles encoding the
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TABLE 2 Proportions of rheumatoid arthritis an healchy controls with at least one either SE+ or D' in

Mexican Mestizos

Patents m = 84 Controls # = 99
Number Frequency Number Frequency P Value OR CI 95%
SE+ 54 0.643 30 0.303 0.0001* 4.1 2.2-7.7
SE~ 30 0.357 69 0.697
& s 31 0.369 62 0.626 0.0009° 0.4 0.2-0.7
P 53 0.631 37 0.374

‘b = 0.0004; " p, = 0.004.

Abbreviations: CI = confidence interval; OR = odds ratio; SE = shared epitope.

SE was increased in RA patients as compared to controls
(0.13 in RA parients vs 0.01 in controls; p = 0.0014,
OR = 14.8, CI = 1.9-108.1). We observed the follow-
ing combinations of SE+ HLA-DRBI alleles among RA
patients with two copies of SE: HLA-DRBI1*0-404-
*0404 (0.09), HLA-DRB1*0101-*0102 (0.09) and the
remaining were a combination of HLA-DRB1*0404
with  either HLA-DRB1*0401 (0.09), HLA-
DRB1*0405 (0.09), HLA-DRB1*0101 (0.36), cr HLA-
DRB1*0102 (0.09). We also observed combinations of
HLA-DRB1*0405 wich *1402 (0.09) and *0101 (0.09).

The proportion of females and males and individuals
taking DMARDs, as well as che mean of age, formal
education, disease duration and the scores for HAQ (a
measurement of functional capacity) and DAS (a mea-
surement of disease activity) were not statically different
hetween RA cases carrving at least one HLA-DRBI1 SE

encoding alleles (SE+) and cases carrying other HLA-
DRBI alleles (SE-; Table 1). Although, the percentage of
RA cases with RF-positive was not statically significant
berween SE+ (67.6%) and SE- (32.4%), the mean of the
RF citer in SE+ patients (546.4 = 744.9 IU/ml) was
higher than SE- patients (291.1 = 551.9 IU/ml), buc
this did not reach significance (p = 0.1, Studenc 4-test).
However, we observed an increased proportion of indi-
viduals carrying HHLA-DRB1 SE+ among RA cases with
the highest RF citers. Indeed, when we classified the RA
cases according to the presence of the SE and levels of RF
as described in materials and methods (negative RF,
0-20 IU/ml; RF titers below che median, < 221 [U/ml;
and RF citers above the median, > 224 IU/ml) we
observed a significant increased proportion of HLA-
DRBI1 SE+ cases with RF citers above the median (p =
0.005; Table 4).

TABLE 3 Frequencies of HLA-DRBI alleles encoding either the SE+ or the D’ in Mexican Mestizos with

rheumaroid arthritis and healthy concrols

Patients m = LGB

Controls # = 198

Number GF Number GF p Value OR Cl95%

SE+ 65 0.399 34 0.167 0.0001* 3.0 1.9—4.9
DRB1*0104 7 0.161 9 0.045
DRB1*0405 11 0.065 2 0.010
DRB1*0408 1 0.006 1 0.005
DRB1*0401 1 0.006 1 0.005
DRB1*0410 0 0.000 2 0.010
DRBIL 0409 u LU i 0005
DRB1*0101 1 0.065 7 0.035
DRB1*0102 2 0.018 0 0.000
DRB1*1402 7 0.042 7 0.035
DRBI1*1406 4 0.024 3 0.015
DRBL*1001 2 0012 1 0.005

Do 33 0.196 75 0.379 0.0001" 0.4 0.2-0.7
DRB1*07 7 0.042 22 0.111
DRBI*11 7 0.042 20 0.100
DRBI1*08 19 0.113 33 0.165

*po= 0.003;"p, = 0.005.

Abbrevianions, Cl = confidence interval, GF = gene frequency, OR = wlds rane, SE = shared epiiope.
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TABLE 4 Proportion of parients with che SE+ and
the highest citers of RF

Patients SE+ Panents SE—

RF titer starus n =54 n =30 OR 95% ClI
RF titer 0—20 IU/ml 6 7 0.9 03-26
RF titer <224 IU/mi 14 15 0.9 0.5-1.9
RF vrer >224 1U/ml 34 8 43 1992

We clussified the RA patients into three categories according o the tieers of
RF: those with RF-negative (0-20 [U/ml), those with ticers of RF below the
median (< 224 [U/ml), and those wich RF above the median (> 224 [U/ml).
We perfurmed a chi-squared test to detect an association between HLA-DRB1
alleles encoding the SE and the titters of RF. Thus, we observed a significant
increased proportion of HLA-DRBI1 SE+ cases with the RF titers above the
median {p = 0.003).

Abbreviations: CI = confidence interval; OR = odds ratio; RA = rheumaroid
arthritis; RF = rheumatoid factor; SE = shared epitope.

The proportion of individuals carrying HLA-DRBI1
alleles encoding aspartic acid ac position 70 (D) of the
{3 chain is decreased in RA patients of Mexican Mestizos
background. Although the level of resolution of our
HLA-DRBI1 molecular typings provide generic informa-
tion and some HLA-DRB1*07, DRB1*11 and
DRB1*08 alleles which are not encoded to aspartic acid
ar position 70) are not present in Mexican Mestizos. We
believed chat chis should not affect our observations
made in Mexican Mestizos. Hence, we grouped the
DRBI1*07, DRB1*11 and DRB1*08 as D'°". We ob-
served that cthe proportion of individuals carrying ar lease
one HLA-DRBI allele encoding the D’°" was signifi-
cantly decreased (p. = 0.004, OR = 0.4, 95% CI 0.2
0.7) among RA cases as compared to controls (0.369 vs
0.626; Table 2). In addition, the frequency of D707
alleles was significancly lower in RA pacients as com-
pared to controls (p. = 0.003 OR = 0.4, 95% CI =
0.2-0.7; Table 3). The frequencies of HLA-DRB1*07,
HLA-DRB1*11 and DRB1*08 were as follows 0.042 vs
0.111; 0.042 vs 0.100; and 0.113 vs 0.165 respectively
(Table 3). Furthermore, the frequency of RA cases car-
rying two copies of HLA-DRB1 D’°" alleles was de-
creased in RA pacients as compared to controls (0.02 in
RA patients vs 0.13 in controls; p = 0.01, OR = 0.19,
CI 0.04-0.74).

No stacistically significanc differences were found in
proportions of males and females, RF-positive percent-
age, and individuals receiving DMARD:s, as well as the
means of age, formal educacion, disease duracion, HAQ
score and DAS score between D™ patients and D7
patients (Table 1). No differences in the HLA-DRBI
allele encoding the D®" were found between RA pa-
tients with erosive disease and extra-articular manifesta-
tions (data not shown).

J. A. Ruiz-Morales et al.

DISCUSSION

In this study, we showed dara that substanciates a sig-
nificant association between SE+ and RA since the pro-
portion of individuals carrying at least one copy of HLA-
DRBI SE encoding alleles was significantly increased in
RA patients as compared to controls. Of interest, we
found che HLA-DRB1*0404 to be the most important
allele encoding the SE in this population. Although, the
proportion of RA patients carrying two copies of SE+
was significantly increased in the group of RA patients
(0.13) as compared to controls (0.01) chis did noc repre-
sent what we observed in the majority of patients with
RA. This is supporting the notion chat only one copy of
HLA-DRBI1 SE+ alleles mighe be sufficient to contrib-
ute wich the expression of susceptibility to develop RA.
Moreover, we observed a significant increased proportion
of HLA-DRB1 SE+ cases with RF riters above the
median (> 224 IU/ml). Alchough, che RA patients we
studied have had less than 3 years of evolution and we
did not see differences in the HAQ and DAS scores this
is remarkable since high-citers of RF have been associaced
with severity of disease [25]. We are following these
patients to evaluate long-term effects of these markers and
possible differences in the course and severity of disease.

The resules from our genetic studies confirm che re-
sults that have been found in other ethnic groups. In-
deed, when we analyzed previous reports of HLA-DRB1
allele associations with RA in search for evidence of
HLA-DRBI1 SE+ allele association with suscepribility to
develop RA we observed that all these studies are in
agreement with our observation. All of them are report-
ing association of HLA-DRBL1 alleles encoding the SE
with RA. For example, in Caucasians (North Americans
and Northern Europeans) the main alleles associated with
RA are DRBI1*0401, and DRBI1*0404; while
DRBI1*0405 was found in Asians, the DRB1*0405 and
*1001 in Spanish, and che DRB1*0102 in Israelis [26].
In addition, our study is in agreement with chose of
Gorodezky ef /. [27] and Debaz et al. (28] who analyzed
associations of HLA-DRBI1 alleles with RA in Mexican
Mestizos. Moreover, in the last study, the authors de-
scribed an association becween SE+ (DRB1*0404) and
RA as well as an association between SE+ and presence
and number of rheumatoid nodules as a manifestation of
severity disease.

The role of autochthonous genes mighe be important
in the development of RA, we found the HLA-
DRB1*0404 as cthe most frequent SE+ allele in our RA
patients and coincidentally this is the most frequent
allele found in Mexican populations of Mestizos, Nahuas
and Mazatecans ethnical background [29]. Moreover, in
72% of RA patients carrying two copies of SE+ alleles
one of them was the HLA-DRB1*0404 allele.
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We also observed an increased frequency of HLA-
DRB1*0405 and DRB1*0101 alleles encoding the SE in
RA patients as compared to controls (0.065 vs 0.010 and
0.065 vs 0.035, respectively). In addition, three patients
carried a HLA-DRB1*0102 versus none of the controls.
This is very interesting since the two former alleles are
infrequent in Mexican Mestizos and the last one has not
yet been found in Mexican Mestizo individuals. This is in
favor of genetic admixcure as a contributing factor in
acquiring susceptibility to RA in Mexican Mestizos.
These alleles are probably acquired through breeding
with other ethnic groups, such as Caucasians or Asians,
due to the fact thar Mexican admixrure estimartes have
shown a proportion of 56% Amerindian genes, 40%
whites genes, and up to 4% black genes [20, 30-32].

In concrast to che findings in Mexican Americans from
Starr County Texas made by Del Rincon er al. [12], we
did not find an association of DRB1*14 with RA. The
reason for this could be that the gene pool in our Mexican
population and that of the Mexican Americans is differ-
ent. Indeed. the gene pool of Mexican Americans is
derived from G617% Spanish Europeans, 317% Natcive
American (Pima or Papago Indians), and 8% Africans
[33] which differs from chat reported in Mexican Mestizo
{30-32} that we discussed above. Therefore, the associ-
ation berween the HLA-DRB1*14 reported by Del Rin-
con ¢ al. {12} can be atrribured to the genertic influence
of Native Americans (such as Tinglits, Yakima, and
Pima) because the association of HLA-DRB1*1402 with
RA has been reported in Yakima and Pima populations
[26).

Equally interesting is the search for genetic markers of
protection from developing RA. In the present study we
observed an importanc decreased of proporcion of pa-
tients carrying at least one copy of HLA-DRB1 D'
alleles. In this regard the most important alleles were
HLA-DRB1*07 and DRB1*11. This is in agreement
with previous observations made in similar populations
{16). The proportion of patients carrying two copies of
HLA-DRB1 D’° was extremely low in RA pacients as
compared to controls. Although we detected an increased
proportion of patients with two copies of SE+ and a
decreased proportion of patients with two copies of
D", we will need a large enough sample in order to
evaluate more precisely the influence of gene-dose on
either the risk to develop or protection from developing
RA.

The role of SE in RA pathogenesis is unknown. How-
ever, the locus HLA-DRBI1 is highly polymorphic, and
this polymorphism may influence che kind of peprides
that can be bound to the HLA-DR molecules. In tacr,
ancigenic peptides, with negacively charged residues, are
etficiently bound by SE+ alleles [34]. On the other
hand, Penzotti e /. {35} have suggested that the hydro-

gen bonding nerwork around SE residues at B70 and B71
is intimately involved in direct T cell recepror (TCR)
contact, and that interaction alone may be sufficient for
TCR activation. In view of the fact that the aspartic acid
at B70 from DRB1*07, DRB1*08, and DRB1*11 has a
different charge, this can influence eicther the kind of
peptide that can be bound to HLA molecule or TCR
activation.

In conclusion, our results suggest that susceptibility
to developing RA in Mexican Mestizos is associated with
the presence of at least one HLA-DRB1 SE+ allele. The
HLA-DRB1*0404 was the most frequent allele among
HLA-DRBI1 SE+ alleles in RA patients. Alchough au-
tochthonous genes can be important in cthe pathogenesis
of RA, the presence of other alleles that are not autoch-
thonous increased the risk to develop RA in our popu-
lacion studied. In addition, alleles encoding the D70™
can protect against the development of RA in Mexican
Mestizos.
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