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1 RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) se define como una enfermedad cronica, de etiologia
multifactorial e inflamatoria; cuya afectacion es sistémica, caracterizada por dafno a nivel
articular por sinovitis persistente que causa dolor y destruccion articular, lo que da lugar
a una discapacidad progresiva. A pesar de ser considerada una enfermedad propia de las
articulaciones, la respuesta inmune conlleva a manifestaciones sistémicas, causando
una gran variedad de manifestaciones extraarticulares (MExa). Recientemente el campo
de la epigenética ha llamado poderosamente la atencién, al demostrar que ciertos
polimorfismos genéticos pueden influir en la susceptibilidad a AR, incluso en severidad.
Objetivo. Determinar si las variantes genéticas tipo polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) de los genes miR-146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2 (rs11614913)C/T) y miR-499
(rs3746444A/G) se asocian con MExa en pacientes con AR.

Material y métodos. Se incluyeron 133 casos de pacientes mexicanos con diagnostico de
AR, 126 (94.7%) mujeres y 7 (5.3%) hombres. Se evalud la frecuencia y porcentaje de las
MExa: nddulos reumatoides, fenomento de Raynaud, epiescleritis, escleritis, queratitis
ulcerativa periférica (QUP), mononeuritis multiple, polineuritis multiple y vasculitis cutanea;
y de comorbilidades: sobrepeso, obesidad, HAS, DM2, EVC e hipotiroidismo. Se
compararon los grupos sin y con la MExa mas frecuente. Se evalué la frecuencia de las
variantes variantes genéticas tipo SNP de los genes miR-146a, (rs2910164G-C) miR-
196a-2 (rs11614913)C/T) y miR-499 (rs3746444A/G) y su asociacion con MExa.
Resultados. Las MExa se presentaron en 24 (18%) pacientes, con nodulos reumatoides
en 8 (6 %), fendbmeno de Raynaud 4 (3 %), epiescleritis 1 (0.8%), QUP 1 (0.8%),
mononeuritis multiple 1 (0.8%), polineuritis 1 (0.8%) y vasculitis cutanea 1 (0.8%). Se
encontr6 HAS en 21 (15.8%) pacientes, DM2 en 9 (6.8%), EVC en 1 (0.8%) e
hipotiroidismo en 7 (5.3%). No se encontr¢ diferencia estadistica entre los grupos de
pacientes con y sin nédulos reumatoides. No se encontro asociacion de los SNP de los
genes miR-146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2 (rs11614913)C/T) y miR-499
(rs3746444A/G) con el desarrollo de MExa.

Conclusiones. Se requiere completar la muestra para identificar si existe asociacion de los
SNP de los genes miR-146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2 (rs11614913)C/T) y miR-499
(rs3746444A/G) con las MExa en la poblacion mexicana, ya que se ha reportado riesgo

de presentarlas en otras poblaciones.



2 INTRODUCCION

2.1 Artritis reumatoide

2.1.1 Definicion

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad cronica autoinmune de causa
desconocida, cuyo proceso fisiopatoldgico inicia en la sinovia, afecta principalmente
pequefias, medianas y grandes articulaciones y por su caracter sistémico puede
manifestarse a nivel extraarticular. impactando de manera negativa en la calidad vy

esperanza de vida del paciente y en la economia individual y familiar.» 3 #°

2.1.2 Epidemiologia

La prevalencia mundial de AR es de aproximadamente 0.5 a 1% con importantes
variaciones geograficas y de ciertos grupos étnicos; por ejemplo, en paises europeos,
como Francia, se reportan las tasas mas bajas, en contraste con Reino Unido y Grecia
donde se reportan las mas altas. Como grupo étnico con tasas mas altas de prevalencia
destacan los indios Pima de Arizona.>""® En América Latina, en Argentina se reportan
prevalencias del 0.9%, Brasil 0.45 y Colombia 0.01. En México a través del estudio
COPCORD se demostré que la AR ocupa el segundo lugar dentro de las enfermedades
reumatolégicas mas prevalentes, después de la osteoartritis, con una prevalencia de
1.6%, con una mayor frecuencia en mujeres que en hombres,1.8 y 0.8% respectivamente
y notables diferencias en la prevalencia por regiones geograficas, destacando el estado
de Yucatan donde se encontrd la mas alta prevalencia, de hasta 2.8%.°

2.1.3 Susceptibilidad genética

Existe evidencia contundente de la trascendencia de los factores genéticos en la
patogenia de la AR. El factor genético tiene una influencia de entre 50 a 60% en la
presentacion de la enfermedad, siendo un 30% la asociacién a HLA y el resto a diversos
genes no HLA."® Algunos alelos HLA-DRB1, especialmente en pacientes con FR y PCC y



el antecedente de tabaquismo en portadores de HLA-DRB1, se han vinculado con la
susceptibilidad de un individuo para desarrollar la enfermedad. Aun cuando se conoce el
efecto que tienen los genes HLA en la patogenia de AR, a través de analisis de
asociacion del genoma, se han identificado otros genes localizados en la regién del HLA,
y que no unicamente confieren susceptibilidad, sino también gravedad y respuesta
terapéutica.’

La AR tiene como principio la combinacion de factores predeterminados y eventos
relacionados al azar, la susceptibilidad estd dada por patrones genéticos inherentes,
asociados al antigeno leucocitario humano (HLA) asi como a determinados genes no-
HLA.

2.1.4 MicroRNA

Fue en el afio de 2007 cuando se encontré un vinculo entre microRNAs (miRNA) y la
presentacion de AR. Posteriores estudios han replicado los mismo resultados, indicando
que una desregulacidon epigenética podria tener un profundo impacto en la fisiopatologia
de AR. De tal forma que en la actualidad, son mas de 2500 miRNA humanos los que se
encuentran bajo intensa investigacion. Ademas de su papel en enfermedades
autoinmunes como AR, se ha demostrado que los miRNA tienen un papel en la
fisiopatologia de otras enfermedades como el cancer, esclerosis multiple, lupus
eritematoso sistémico, entre otros. Los miRNA al participar como reguladores en
multiples procesos biolégicos, son buenos candidatos como biomarcadores de

diagnostico, actividad, respuesta terapéutica y prondstico.'"'

Los miRNA son pequefios nucleétidos de RNA no codificantes que regulan la expresion
genética postraduccional a través de su unidén a la region 3 no traducida de su RNA
mensajero (RNAm) blanco, condicionando inhibicion de la traduccion de proteinas.™
Aun cuando solo constituyen el 3% del genoma humano, tienen la capacidad de regular
el 90% de los genes. Tienen un rol en la proliferacion y diferenciacion celular;
metabolismo, homeostasis , apoptosis, morfogénesis de extremidades y génesis tumoral,

asi como en la respuesta inmune innata y adquirida.” "

En condiciones patologicas, los miRNAs mantienen o promueven enfermedades mediante
la regulacion de multiples genes. Un solo miRNA puede regular cientos de genes,

demostrandose la gran influencia sobre el genoma incluido sobre el sistema inmune.'?



En su forma mas basica, los miRNAs funcionan como reguladores negativos de la
expresion de genes diana, por supresion postraduccional o escision directa del miRNA.
Sin embargo existe evidencia que indica que bajo ciertas circunstancias el miRNA puede

funcionar como regulador positivo de la expresion génica.

2.1.4.1 miR-146a

Este representa uno de los miRNA mas estudiados en AR. Niveles aumentados de este
se encuentran en liquido y tejido sinovial, células mononucleares de sangre periférica y en
sangre de paciente con AR. Al miR-146-a se le conocen 2 genes diana, el factor 6
asociado a receptor TNF alfa/TNF (TRAF6) y la kinasa asociado a receptor de IL-1
(IRAK1). Todo parece indicar que la regulacion a la alza de miR146a incrementa la
produccion de TNF alfa, mediada por el IRAK1, que son claves en las vias de
sefializacion de citocinas y del receptor tipo Toll (TLR). La evidencia actual es conflictiva
entre el nivel de miR-146a vy el curso de la enfermedad. Mientras que unos estudios
reportan que el nivel de miR146a no se correlaciona con el nivel de actividad, y otros
reportan una relacion positiva entre miiR-1246a y el nivel de actividad de la enfermedad,
medido por reactantes de fase aguda elevados e indice de actividad. ' 12 12 ®

Debido a que miR-146a, puede encontrarse elevado en otras patologias como
osteoartritis; su utilidad como biomarcador diagnéstico es cuestionable. "’

Los polimorfismos de un solo nucleotido de un gen miRNA puede influir profundamente
sobre la expesidn genética. La variante re2910164 de miR-146 a esta asociado con riesgo
a desarrollar diversos tipos histologicos de cancer, asi como se a encontrado su
presencia en fibroblastos sinoviales, tejido sinovial y plasma de pacientes con AR. Sin
embargo hay reportes de estudios en donde no se encontré asociacion genética entre
miR-146a rs2910164 y susceptibilidad a AR.'®



2.1.4.2 miR499

Como ya previamente se comentd los miRNA son de importancia biologica, con
capacidad de regular procesos celulares como proloferacion o apoptosis, asi como por su
presencia de multiples liquidos y tejidos corporales; miR499 es otro de los imllicados en
autoinmunidad y enfermedades inflamatorias. Este influye direbtamente sobre ciertas
citocinas como IL-17R beta, ILR beta, IL-23 alfa, IL-2R, IL-6, IL-2, IL-18R.

La variante SNP de re3746444 del miR499 tambien se a implicado a otras
enfermedades como diversos tipos de cancer, enfermedade arterial coronaria,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica y tuberculosis. Mientras que algunos estudios
reportan con un incremento en el riesgo a desarrollar AR, otros han fracasado en esta

asociacion.'® %

2.1.5 Manifestaciones extra-articulares

La AR se ha asociado con riesgo incrementado de morbilidad y muerte prematura
secundaria a eventos cardiovasculares a temprana edad, enfermedad pulmonar y

neoplasias.?’

La AR tiene manifestaciones clinicas diversas, el cuadro clinico denominado clasico, se
caracteriza por un inicio insidioso y rigidez matutina y dolor y aumento de volumen
articular. Las articulaciones caracteristicamente afectadas al inicio de la enfermedad son
metacarpofalangicas (MCF), interfalangicas proximales (IFP), interfalangica del dedo
pulgar, muiiecas y metatarsofalangicas (MTF); en menor porcentaje, codos, hombros,
tobillos y rodillas.?

Esta patologia al ser sistémica puede presentar manifestaciones extraarticulares (MExa),
existe variacion en la literatura acerca de la prevalencia de esta expresion clinica en los
distintos estudios realizados en diversas poblaciones. Lo anterior podria asociarse a que
no existe un consenso actual con respecto a la clasificacién y el grado de severidad de
las MExa, y las definiciones son heterogéneas. Recientes estudios epidemiologicos
destacan la presencia de MExa como un predictor de severidad y muerte prematura en
AR, por lo que deben diagnosticarse y tratarse oportunamente, con una monitorizacion

estricta y continua.



Un estudio realizado en la poblacién de Argentina con AR reporté que hasta el 40% de los
pacientes desarrollara manifestaciones extraarticulares, mismas que se asociaron con la
positividad de PCC y FR a titulos altos. De acuerdo a la literatura, dichas manifestaciones
ocurren en el 17.8 a 40.9% de los pacientes con AR?. Esta incidencia fue atin mayor en
poblacion del norte de Europa. Se ha establecido una estrecha relacién entre la severidad
de dichas manifestaciones y el incremento en los indices de mortalidad, principalmente
las asociadas a complicaciones cardiovasculares de tipo isquémico, siendo la principal
causa de muerte en este grupo de pacientes. Se han descrito factores de riesgo para el
desarrollo de manifestaciones extraarticulares, como tabaquismo, sexo masculino,
enfermedad incapacitante en etapas tempranas, presencia de anticuerpos antinucleares y
FR positivo a titulos altos y factores genéticos que incluyen genes de HLA DRB1*04,
tirosin fosfatasa, PTPN22 y cambios epigenéticos.?*

La afeccion cardiovascular se manifiesta en el 18-30% de la poblacion con AR; se pueden
presentar pericarditis, miocarditis, enfermedad valvular, arritmias y enfermedad cardiaca
isquémica. El pulmén se afecta entre un 5y 10 %, las manifestaciones incluyen pleuritis,
neumopatia intersticial, fibrosis, enfermedad nodular pulmonar, bronquiolitis, hipertension
pulmonar, enfermedad de vias aéreas pequefas o patologia pulmonar secundaria al
tratamiento las infecciones de vias respiratorias se asocian generalmente con el
tratamiento de la enfermedad. La afeccion renal es rara; la glomerulonefritis, en su
mayoria mesangial, se presenta en el 60%, amiloidosis en el 25 % y con menor frecuencia
nefritis intersticial. La afeccion renal es rara; la glomerulonefritis, en su mayoria
mesangial, se presenta en el 60%, amiloidosis en el 25 % y con menor frecuencia nefritis

intersticial 2% 26 27 28 29

Las manifestaciones cutaneas se presentan en el 51% de los pacientes con AR,
incluyen nédulos reumatoides, fendbmeno de Raynaud y vasculitis cutanea. Los nédulos
reumatoides se presentan en 30 %, y hasta el 90 % son factor reumatoide (FR) positivo y
se asocian con riesgo de presentar otras MExa. La prevalencia de la neuropatia periférica
en AR es de 32%, aumenta conforme se deteriora la clase funcional, se presenta en
pacientes con evolucién de la enfermedad mayor a 10 afo. Se han reportado
alteraciones electrofisiolégicas en 85% de los casos. ***' La vasculitis reumatoide es una

complicacion infrecuente de la AR, abarca del 0.6-3.6% y comprende un amplio espectro



de manifestaciones clinicas, entre ellas se incluyen arteritis distal (hemorragias en astilla,
infartos periungueales y gangrena), ulceracion cutanea (incluyendo pioderma
gangrenoso), purpura palpable, neuropatia periférica (mononeuritis multiple o neuropatia
en guante y calcetin), y arteritis visceral; en el 80% de los casos, se manifiesta en piel.*?

Las MExa oculares de la AR se presenta hasta en el 27% de los pacientes, incluyen
queratoconjuntivitis sicca, noédulos conjuntivales, espiescleritis, escleritis, queratitis
ulcerativa periférica y muy raro, neuritis optica, neuropatia Optica isquémica anterior o
vasulitis retiniana; la mas frecuente es la quertoconjuntivitis sicca, presentandose en el
15-27%, la epiescleritis/escleritis y la QUP se han reportado con un rango entre 4-10% y

1.4-3%,° respectivamente. 3 34 3°

A nivel hematoldgico, las MExa se expresan entre el 33 y 60 % de los pacientes con AR;
predominan la anemia microcitica hipocromica y niveles bajos de ferritina, se observa con
poca frecuencia aplasia de células rojas o eosinofilia. El sindrome de Felty se manifiestan
en menos del 1 % de los casos y se asocia con enfermedad grave.

La severidad de las MExXA en AR se ha relacionado con un incremento de la tasa de
mortalidad, principalmente asociada a complicaciones isquémicas que fueron la principal
causa de muerte en este grupo de pacientes. Los factores de riesgo que se han
identificado para que un individuo con AR presente MEXA y una expresion severa de la
enfermedad incluyen sexo masculino, tabaquismo, enfermedad incapacitante en etapas
tempranas, presencia de anticuerpos antinucleares y FR y factores genéticos tales como
genes de HLA DRB1*04, tirosin fosfatasa, PTPN22 y cambios epigenéticos. >

3. JUSTIFICACION

En estudios recientes, varios genes han sido asociados con la susceptibilidad para
desarrollar AR. Es relevante buscar la relacion entre las variantes tipo SNP en los genes
miR-146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2 (rs11614913)C/T), miR-499 (rs3746444A/G) con



la susceptibilidad a desarrollar manifestaciones extra-articulares en AR en mestizos
mexicanos. La mayoria de los estudios de acuerdo a la base genética se han hecho en
poblacidn caucasica, los cuales sugieren la asociacion de polimorfismos de miR-1462,
miR-1962-2, miR499 sin embargo, es necesario evaluar si en la poblacidon mexicana con
AR, estos miRNA estan asociados con el desarrollo de MExa.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Las variantes genéticas tipo SNP en los genes miR-146a, miR-196a-2 y miR-499 estan

asociadas con MExa en AR en mexicanos ?

5. HIPOTESIS

Las variantes tipo SNP en los genes miR-146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2
(rs11614913)C/T) y miR-499 (rs3746444A/G) estan asociadas con las MExa en AR en

mestizos mexicanos

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo primario

Determinar si variantes genéticas tipo SNP localizados en los genes miR146a, miR196a-2
y miR- 499 confieren riesgo para desarrollar MExa de AR en una muestra de pacientes

mestizos mexicanos.



6.2 Objetivos secundarios

6.2.1 Determinar la frecuencia de los SNP rs2910164G/C, rs116614913C/T,
rs3746444A/G de los genes miR-146a, miR196a-2 y miR499, en pacientes mexicanos con
AR con y sin MExa

6.2.2 Determinar si los polimorfismos previamente mencionados confieren riesgo para

desarrollar MExa en pacientes con AR
6.2.3 Determinar la frecuencia de comorbilidades en pacientes mexicanos con AR.

6.2.4 Conocer si los SNPs de miR-146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2 (rs11614913)C/T) y
miR-499 (rs3746444A/G) estan asociados con la comorbilidad en pacientes mestizos

mexicanos con AR

6.2.5 Determinar si los polimorfismos de los genes previamente mencionados estan

asociados con manifestaciones extra-articulares de AR, y si es género dependiente.

7. METODOLOGIA

7.1 Diseio de la investigacion

Observacional, transversal, retroprospectivo y analitico.

7.2 Ubicaciéon Temporal y Espacial

Servicio de reumatologia y Unidad de Investigacion en Enfermedades Metabdlicas y
Enddcrinas del Hospital Juarez de México

Marzo 2015 a Junio 2016



7.3 Criterios de seleccion de la muestra

De inclusion

Pacientes con diagnéstico de AR acorde a los criterios de clasificacion
ACR/EULAR 2010

Ambos sexos, edad entre 18 y 65 afios

Mestizos mexicanos (persona nacida en Meéxico, la cual tiene 2 generaciones

ascendentes nacidas en México —dato evaluado por cuestinario) y residentes de México

Consentimiento informado firmado

De exclusion
De no inclusion
Coexistencia de otras enfermedades autoinmunes, excepto Sindrome de Sjogren
Coexistencia con neoplasias activas
Infecciones agudas
De eliminacion
Revocacién del consentimiento
Muestra insuficiente
Muestra coagulada

Muestra mal procesada

7.4 Tamano de la muestra

De acuerdo al programa QUANTO, el cual evalua el tamafio de muestra tomando en

cuenta la frecuencia de las variantes a evaluar, el OR, un poder estadistico de al menos



80%, un valor de p menor a 0.05, la prevalencia de la enfermedad y un modelo genético,

el numero es de 220 pacientes con AR.

7.5 Definicion de variable

diferentes al
sistema
musculoesque-

letico

Variable Tipo Unidad de | Definicién Definicién
medida conceptual operativa
Dependiente
Manifestaciones | Cualitativa Presente o | Manifestacions | Presencia de
clinicas Dicotomica Ausente en otros | nédulos
extraarticulares . organos y | reumatoides,
Nominal _ N
sistemas vasculitis,

fendbmeno de
Raynaud,
queratoconjuntivi
tis seca,
sindrome de
Sjogren,
epiescleritis,
escleritis,
queratitis
ulcerativa central
y periferica
sindrome de
felty,

enfermedad
pulmonar

intersticial

Independiente




Variable Tipo Unidad de | Definicién Definicién

medida conceptual operativa
Genotipos SNP | cualitativa Presente oles una | es una variacion
dicotomica ausente variacion en la en la secuencia
) secuencia de|de ADN que
. ___ | nominal
miR-146a, miR- ADN que | afecta a una sola
196, afecta a wuna|base (adenina

_ sola base | (A), timina (T),
miR-499

(adenina  (A), citosina (C) o
timina (T), | guanina (G) de
citosina (C) o|una secuencia
guanina (G) de | del genoma

una secuencia

del genoma

7.6 Descripcion operativa

7.6.1Deteccidn de pacientes

Se detectaron a los pacientes de acuerdo a los criterios de seleccion, en la clinica de AR
de la consulta externa de reumatologia de los dias martes y jueves. Se invitdo a los
pacientes detectados a participar en el protocolo de investigacion, en caso de aceptar se

procedid a la firma del consentimiento informado.



7.6.2 Exploraciéon de pacientes

Se realiz6 exploracion fisica dirigida en busqueda de nédulos reumatoides, fendmeno de
Raynaud, vasculitis cutanea y se documentaron peso, talla e indice de masa corporal.

7.6.3 Revision de expedientes

Se realizd revision de expedientes en busqueda de antecedentes de nodulos
reumatoides, fendmeno de Raynaud, vasculitis cutanea, espiescleritis, escleritis, queratitis
ulcerativa periférica, sindrome de Felty, mononeuritis multiple, polineuritis multiple,
hipotiroidismo, hipertension arterial sistémica, diabetes mellitus 2, EVC isquémico y
cardiopatia isquémica y se documentaron velocidad de sedimentacién globular , proteina
C reactiva, factor reumatoide y PCC del momento de diagndstico.

7.6.4 Toma de muestras

Se tomo6 una muestra de sangre periférica de 5 ml, en tubos vacutainer que contenian

EDTA como anticoagulante.

7.6.5 Extraccion de ADN

Las muestras contenidas en tubos con EDTA fueron centrifugadas a 3000 r.p.m durante

10 minutos.

Se tomé la capa de leucocitos y se coloco en un tubo limpio de 15 ml para iniciar el
procedimiento de extraccién del ADN.

Se agrego a cada tubo de 15 ml, 6 ml de buffer de lavado

Nuevamente, se centrifugé la muestra obtenida de la mezcla, durante 5 minutos a 3500

r.p.m.

Se decantd el sobrenadante.



Se agregaron 6 ml de buffer de lisis de células

Se decantd el sobrenadante y se colocod buffer y proteinasa K (30 microlitros) a la
muestra, posteriormente; se incubd la muestra con la mezcla de reactivos durante 10

minutos a temperatura ambiente.

Se agrego isopropanol (3 ml) a la mezcla de reaccion, posteriormente se centrifugd la
muestra a 3500 r.p.m durante 5 minutos.

Posteriormente se decanto el sobrenadante y se agregaron 3 ml de alcohol etilico al 70%,

nuevamente se centrifugd a 3500 r.p.m. durante 5 minutos.

Se decanto el sobrenadante y se dejé secar el ADN a temperatura ambiente por 5

minutos.

Finalmente, se agregd buffer de elusién de ADN (600 microlitros), se cuantificé el ADN vy

se hicieron diluciones a 5 ng/microlitro

7.6.6 Genotipificacion del miRNA:

Los genotipos de los SNPs miR-146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2 (rs11614913)C/T) y
miR-499 (rs3746444A/G) fueron evaluados mediante la técnica 5 exonucleasa “TagMan”.
El vial contiene un par de sondas para identificar cada uno de los alelos de los SNPs (los
cuales presentan dos alelos: bialélicos). Cada sonda en su extremo 5’contine un
fluoréforo, en una de ellas contiene a los fluoroforos VIC o FAM, que se excitan y emiten
fluorescencia a diferente longitud de onda, la cual es detectada por un software y

traducida en colores en un plot de discriminacién alélica.

» De cada paciente se emplearon 2 microlitros de reaccion (cada microlitro
contuvo 5 ng).

* Los 2 microlitros se colocaron en lugares especificos de una placa de 96 pozos.

» Posteriormente, cada pozo se le agregaron 5 microlitros de reaccion (cada 5
microlitros contuvo lo siguiente; 2.5 microlitros de master mix 2X, 2.465 de agua

y 0.035 microlitros de sonda).



» Las placas fueron colocadas posteriormente en un equipo de PCR en tiempo
real (de BioRad) durante 45 ciclos, cada ciclo de PCR consistié en 15 segundos
95°C y 1 minuto a 60°C.

* Después de 2 horas, los resultados fueron visualizados en la pantalla del
equipo.

* Finalmente, se hizo la discriminacion alélica para los SNP en los genes miR-
146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2 (rs11614913)C/T) y miR-499
(rs3746444A/G).

8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico descriptivo se realizdé con el software IBM SPSS version 21 y el
inferencial con el programa previo y con FINETTI.

La variable cuantitativa demografica —edad, y las otras variables cuantitativas -tiempo
de evolucion, VSG, PCR e IMC, se describieron mediante la mediana y rangos
intercuartilicos. Por otro lado, la variable demografica cualitativa dicotomica binomial —
sexo- se describié mediante frecuencia y porcentaje, al igual que las otras variables
cualitativas dicotomicas nominales —-SNP, FR, PCC, MExa, IMC, HAS, DM2, EVC e

hipotiroidismo y la cualitativa ordinal —IMC.

Posteriormente se realizé un analisis de homogeneidad de las variables entre los grupos
de AR sin y con nodulos reumatoides. De las variables demograficas, para la edad se
utilizé el estadistico de Levene, mientras que para el sexo se uso la prueba Chi-cuadrada;
con respecto a las otras variables, para tiempo de evolucion y PCR U de Mann-Whitney,
para VSG t de student y para FR y CCP, Chi-cuadrada

La comparacion de las medianas de VSG, y PCR entre los grupos de pacientes con AR
con y sin MExa, se realiz6 mediante t de Student.

Los genotipos se cuantificaron por conteo directo. La prueba estadistica empleada en

este estudio fue la X2. El valor de OR, IC 95% vy el valor de p se obtuvo con el



Los genotipos se cuantificaron por conteo directo. La prueba estadistica empleada en
este estudio fue la X2. El valor de OR, IC 95% y el valor de p se obtuvo con el programa
FINETTI, el cual ademas evalua el equilibrio de Hardy-Weinberg entre genotipos de los
SNPs miR-146a, (rs2910164G-C) miR-196a-2 (rs11614913)C/T) y miR-499
(rs3746444A/G).

9 RECURSOS

Equipo médico del servicio de reumatologia, auxiliares e investigador de la Unidad de
Investigacion en Enfermedades Metabdlicas y Enddcrinas.

10 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente protocolo se realizara de acuerdo a lo dispuesto en la ley general de salud,
en materia de investigacion en salud y en materia de del genoma humano que se publico
en el diario oficial de la federacion del 16 de noviembre 2011. El estudio se apegara a los
principios de la asamblea médica mundial para la investigacion en seres humanos
establecidos en la declaracion de Helsinki.

Esta investigacion se categorizara con un riesgo minimo debido a que se extraera un
volumen de sangre de 12ml por puncién venosa en adultos hemodinamicamente estables
en una ocasion. Este estudio requerira consentimiento informado por escrito.

El proyecto se aprobd por el comité de ética, investigacion y bioseguridad del Hospital

Juarez de México.



11 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades Marzo Abril Mayo Junio
2015 2016 2016 2016

Inclusion  de

pacientes

Toma de 7

muestras

Determinacion
de variantes
genéticas

Analisis de
resultados

12 RESULTADOS.

Se incluyeron 133 pacientes con diagnostico de AR, se describen las caracteristicas
demograficas en las tablas 1. La variable “edad” presenta distribucion normal, de acuerdo

a asimetria y curtosis.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes con artritis reumatoide

Variable Pacientes con Artritis reumatoide
Tamaiio - Numero n=133
Edad - Aiios
Mediana 48.9
Rango intercuartilico 40 - 58
Asimetria 0.08
Curtosis -0.36

Sexo - Numero (%)
Femenino 126 (94.7)

Masculino 7 (5.3)




Se identificaron 24 (18%) pacientes con AR y MExa, las manifestaciones evaluadas
fueron: noédulos reumatoides, Raynaud, QUP, epiescleritis, escleritis, mononeuritis
multiple, polineuritis multiple, Felty y vasculitis cutanea, de la cuales se identificaron:
nodulos reumatoides, Raynaud, QUP, epiescleritis, mononeuritis multiple, polineuritis
multiple y vasculitis cutanea cuya frecuencia y porcentaje se describen en la Tabla 2.

Tabla 2 Manifestaciones extraarticulares en la poblacién con artritis reumatoide

MExa NR Raynaud QupP Epi MM PM VvC

n (%) 8 (6) 4(3) 1(0.8) 1(0.8) 1(0.8) 1(0.8) 1(0.8)

NR-nédulos reumatoide, QUP-queratitis ulcerativa periférica, Epi-epiescleritis, MM-mononeuritis multiple, PM-polineuritis multiple, VC-

vasculitis cutanea.

La comorbilidad evaluada en los pacientes fue: HAS, DM2, CI, EVC, sobrepeso,
obesidad, e hipotiroidismo; la frecuencia y porcentaje se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Comorbilidad en la poblacién con artritis reumatoide.

HAS DM2 EVC Sobrepeso Obesidad Obesidad Obesidad Hipotiroidism:
clase 1 clase ll

21(15.8%) 9(6.8%) 1(0.8%) 58 (43.6%) 7(5.3%) 17(12.8) 5(3.8)  7(5.3%)

Con respecto a la los reactantes de fase aguda, FR y PCC, en el momento del diagnostico
de artritis reumatoide e IMC, se describe en la tabla 4, 5y 6. La variable VSG present6
distribucion normal y las variables tiempo de evolucion, PCR e IMC, distribucién libre. La
mediana (rango intercuartilico) de la variable tiempo de evolucién fue 51.7 (27.7-101.4).



Tabla 4. Reactantes de fase aguda de la poblacién con artritis reumatoide

VSG PCR
Mediana 37 0.11
Asimetria -0.38 9
Rango 22-45 0.03-0.27
intercuartilico
Curtosis -0.3 85.4

VSG-velocidad de sedimentacion globular, PCR-proteina C

Tabla 5. Factor reumatoide y CCP de la poblacién con artritis reumatoide

FR PCC
Titulos
n (%) n (%)
Negativo 7 (5.3) 2 (1.5)
Positivo bajo 19 (14.3) 5(3.8)
Positivo alto 106 (79.7) 65 (48.9)
Sin muestra 1(0.8) 61 (45.9)

FR-factor reumatoide, PCC-anticuerpos anti-péptido ciclico

La mediana (RI) de la variable IMC fue 26 (23.4-29.1). La poblacion estudiada se clasifico
de acuerdo al IMC en normal, con sobrepeso, obesidad, obesidad clase |, obesidad clase
Il cuya frecuencia y porcentaje se describen en la tabla 6.



Tabla 6. Clasificacion de la poblacion con artritis reumatoide de acuerdo a indice de

masa corporal

IMC n(%)
Peso normal 46(34.6)
Sobrepeso 58(43.6)
Obesidad 7(5.3)
Obesidad clase | 17(12.8)
Obesidad clase Il 5(3.8)
Total 133

Tabla 7. Caracteristicas demograficas de los pacientes con artritis

reumatoide.

Variable sin nédulos con nédulos
Tamaio - Numero n=125 n=8
Edad - Aiios

Media 48.9 54.2

DS (£12.8) (£12.2)
Sexo - Numero (%)

Femenino 119 (94.4) 7 (87.5)

Masculino 6 (85.7) 1(12.5)




Tabla 8. Reactantes de fase aguda de la poblacion con artritis reumatoide sin y con

nédulos

Variable sin nédulos con nédulos
Tamaio - Namero n=125 n=8
VSG mm/hr

Media 33.2 36.5

+14.75 +16.25

DS

PCR mg/L
0.46 2.3
Media
DS +2.8 +5.7

VSG-velocidad de sedimentacién globular, PCR-proteina C reactiva

Tabla 9. Factor reumatoide y CCP de la poblacion con artritis reumatoide sin y con nédulos

Variable sin nédulos con nédulos
Tamaio - Namero n (%) n (%)
FR
Negativo 7 (5.6) 0
Positivo bajo 19 (15.2) 0
Positivo alto 98 (78.4) 8 (100)
Sin muestra 1(0.8) 0
PCC
Negativo 1(0.8) 1(12.5)

Positivo bajo 5 (4) 0



Positivo alto 63 (50.4) 2 (25)

Sin muestra 56 (44.8) 5 (62.5)

Se compararon los grupos de los pacientes con AR sin y con nédulos con respecto a la
edad, sexo, tiempo de evolucion, VSG, PCR, FR. No se evalu6 PCC, ya que no se

reporto el dato en el expediente en 56 pacientes sin nédulos y 5 con nddulos.

Se identifico diferencia estadistica unicamente en la variable PCR (p=0.032).

Tabla 10. Analisis de frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs2910164G-C del
miR-146a en pacientes con AR con y sin nédulos reumatoides

_SIN 'CON
NODULOS NODULOS
GENOTIPO| n (%) n (%) OR IC9% P
GG 60 (48.0) 3 (375) - - -
GC 53 (42.4) 5 (62.5) 1.88 043- 0.39
8.27
cc 12 (9.6) 0 (0) 069 003 0.4
14.24
ALELO
G 173 (69.2) 11 (68.8) - - -
c 77 (30.8) 5 (31.2) 102 034- 1.00
3.04

AR-artritis reumatoide, NR-nédulo reumatoide, OR-odds ratio, IC interval de confianza, *p estadisticamente significativo



Tabla 11. Analisis de frecuencia genotipicas y alélicas del SNP rs2010164G-C del
miR-146a en pacientes con AR con y sin MExa.

SIN MEXA CON MEXA
GENOTIPO| n % n % OR IC P
95%
GG 54 (49.1) 9  (39.1) - - -
GC 47 (42.7) 11 (47.8) 140 054- 0.49
3.68
cc 9 (8.2) 3 (13.0) 200 045 0.35
8.83
ALELO
G 155 (70.4) 29  (63.0) - - -
c 65 (29.6) 17 (37.0) 134 0.72- 0.32
2.71

AR-artritis reumatoide, MExa-manifestaciones extraarticulares, OR-odds ratio, IC interval de confianza, *p estadisticamente significativo

Tabla 12. Analisis de frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs11614913C/T
del miR-196a-2 en pacientes con AR con y sin nédulos reumatoides.

SIN NODULOS CON
NODULOS

GENOTIPO| n % n % OR IC P
95%

cc 44 (35.2) 0 (0.0) - - -

cT 62 (49.6) 7  (875) 10.68 0.59- 0.03
191.9

T 19 (15.2) 1 (12.5) 6.84 027- 0.13
175-6

ALELO

Cc 150 (60.0) 7 (437 - - -

T 100 (40.0) 9  (56.3) 1.93 0.70- 0.20
5.35

AR-artritis reumatoide, NR-nédulo reumatoide, OR-odds ratio, IC interval de confianza, *p estadisticamente significativo



Tabla 13. Analisis de frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs11614913C/T del
miR-196a-2 en pacientes con AR con y sin MExa

SIN MEXA CON MEXA
GENOTIPO| n % n % OR IC P
95%
cc 42 (38.2) 2 (8.7) - - -
cT 55 (50.0) 14  (60.9) 534 1.15-  0.02
24.81
T 13 (11.8) 7 (304) 1131 2.09- 0.001
61.29
ALELO
C 139 (63.2) 18 (39.1) - - -
T 81 (36.8) 28  (60.9) 267 1.39- 0.002
5.12

AR-artritis reumatoide, MExa-manifestaciones extraarticulares, OR-odds ratio, IC interval de confianza, *p estadisticamente significativo

Tabla 14. Analisis de frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs3746444A/G del
miR-499 en pacientes con AR con y sin nédulos reumatoides.

SIN NODULOS CON NODULOS
GENOTIPO| n % n % OR IC95% P
AA 115 (92.0) 6  (75.0) -- - -
AG 9 (7.2) 2 (25.0) 202 038 0.40
10.74
GG 1 (0.8) 0 (0.0) 592 022- 0.82
160.0
ALELO
A 239 (95.6) 14  (87.5) - - -
G 11 (4.4) 2 (125) 169 0.36- 0.68
7.95

AR-artritis reumatoide, NR-nédulo reumatoide, OR-odds ratio, IC interval de confianza, *p estadisticamente significativo



Tabla 15. Analisis de frecuencias genotipicas y alélicas del rs3746444A/G del miR-
499 en pacientes con AR con y sin MExa

SIN MEXA CON MEXA
GENOTIPO | n % n % OR IC95% P
AA 100 (90.9) 21 (91.3) - - -
AG 9 (8.2) 2 87) 1.06 021- 0.94
5.26
GG 1 (0.9) 0 (0.0) 156 0.06- 0.65
39.6
ALELO
A 209 (95.0) 44  (956) - - -
G 11 (5.0) 2 44) 086 018  1.03
4.03

AR-artritis reumatoide, MExa-manifestaciones extraarticulares, OR-odds ratio, IC interval de confianza, *p estadisticamente significativo

13 Discusion

La poblacion de pacientes con AR incluida en el estudio presenta caracteristicas
demograficas similiares a las reportadas en la literatura, con predominio por el sexo
femenino, misma que representd el 94.7% como una media de edad de 48.7 afos

implicando un grupo etario con gran impacto social y econémico.*

En este estudio encontramos una prevalencia de MExa en la poblacién de AR de
18% que es menor a la reportada en la literatura que va de un minimo de 17.8 hasta
alcanzar un maximo de 40.9%.%° Con respecto a los noédulos reumatoides, se
encontraron en el 6% contrastando con el 30% reportado en otros estudios;? fue la MExa
mas frecuentemente identificada; esta diferencia posiblemente sea un reflejo de



infraregisto de esta MExa, todos los pacientes con esta expression clinica presentaron
titulos altos de FR y PCC; asociacion fuertemente mostrada en los estudios realizados a
nivel mundial;*® El 1.6% de los pacientes estudiados presentaron algun tipo de neuropatia
periferica cifra similares a la reportadas en la literatura con un 1%.%°

La prevalencia de Raynaud en la poblacién estudiada fue del 3%,
significativamente menor que la casuistica reportada que va del 5 a 17%.?° * Esto pudiera
ser atribuido a la logistica en el resguardo de los expedientes o un inadecuado registo de
los datos en el mismo.

La epidemiologia de las MExa oculares es del 27%?2° nosotros pudimos reportar el
caso de un individuo con QUP y otro con epidescleritis los cuales representan el 1.6% de
nuestra poblacion estudiada. Esto se traduce en lo relevante que es un examen fisico
completo y minucioso en los pacientes con AR; asi como la busqueda intencionada de
MExa, puesto que la presentacion atipica de esta entidad nos orienta al prondstico
torpido y severo que presentaran los pacientes. Es muy posible que por el caracter
retrospectivo de nuestro estudio, ciertas variables pudieron no haberse registrado
adecuadamente en los expedientes.

Se evalud la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nuestra poblacién de
estudio, encontrandose de 43.6% para sobrepesoy 12.8% de obesidad clase I, con
menor proporcién de otros grados de obesidad. De acuerdo a estudios epidemiologicos
se ha identificado que aproximadamente dos terceras partes de los individuos que
padecen AR presentan sobrepeso y obesidad, en los cuales el exceso de grasa se ve
reflejado en mayor limitacion de movimiento, riesgo cardiovascular incrementado, mayor
inflamacion y disminucién en la eficacia de los medicamentos. Marian T. Hannan en un
estudio publicado en Arthritis Care & Research, demostré que los pacientes con
incremento del IMC tenian un 50% menos de repuesta al tratamiento con agentes
biolégicos comparados con individuos con peso adecuado, destacé que a mayor cantidad
de tejido adiposo mayor es la tension mecanica a nivel articular, reflejandose en mayor
erosion, demostrado por imagenes radiograficas.

La incidencia de hipotiroidismo en nuestra poblacién estudiada fue del 5.3%
representada por 8 pacientes, epidemioldgicamente la prevalencia de hipotiroidismo

clinico en la poblacién general es de 0.6 a 0.8% y la forma subclinica de 4 a 8%, las



personas mayores de 60 afos tienen una frecuencia mayor, calculada entre 9 y 16%; por
lo cual se puede concluir que en la poblacidn con AR la incidencia es casi del doble
respecto a la poblacion general, mismos resultados obtenidos en este estudio, ya que no
tuvimos pacientes mayores de 60 afios, por lo que no se altera dicha relacion por causa
de la edad.

De acuerdo a estudios realizados se ha visto que el hipotiroidismo puede modificar
la expresion clinica de la AR y hacerla mas sintomatica; asi como puede predisponer a
otras artropatias como la mediada por cristales; ademas de predisponer a refractariedad
al tratamiento; es de suma importancia conocer que la incidencia de esta patologia es alta
en la poblacion con AR debido al factor autoinmune que presenta; lo cual causaria un
impacto tanto en la calidad de vida como en la respuesta terapéutica de los pacientes la
busqueda intencionada de alteraciones en la funcion tiroidea; debido al reconocimiento

temprano y la administracion temprana del tratamiento.*

De los 133 pacientes con AR estudiados, el 6.8% se encoentré con DM2, el resto
de la poblacidn sin presentar significancia estadistica para el riesgo cardiovascular. Segun
series publicadas en el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades muestran
que mas de la mitad de las personas con DM2 presentan algun tipo de artropatia; se ha
visto que esta poblacibn esta predispuesta a presentar mayor dafio a nivel
musculoesquelético, asi como mayor puntuacién en las escalas de dolor utilizadas y en
los cuestionarios de sintomas de depresion. El control estricto de los niveles de glucosa
produce un impacto a nivel cardiovascular, en el estilo de vida y el los riesgos a
desarrollar alteraciones a nivel microvascular en la poblacion general y aun mas en la
poblacién con AR que presenta un riesgo cardiovascular aumentado. Sin embargo en
otros estudios, es debatible el rol de la DM2 en relacién de un incremento en el riesgo
cardiovascular, ya que no se encontro una relacion estadisticamente significativa cuando

se incluyo a la DM2 como una co-variable.*°

La incidencia de HAS en la poblacion fue del 15.8%, tal incidencia concuerda a
otras publicaciones realizadas a nivel mundial, en donde se ha podido correlacionar el
tiempo de evolucion de la enfermedad con la severidad de la misma, asi como mayor
riesgo cardiovascular. Debido al compromiso extraarticular que presenta la AR, es de
suma importancia la deteccion temprana de la HAS, el control estricto de las cifras
tensionales y su tratamiento temprano. En los ultimos afios diversos estudios



epidemiologicos han sugerido una mayor tasa de mortalidad por enfermedad cardiaca
intriseca en pacientes con AR en comparacion con la poblacion general de igual edad y
sexo; lo que nos sugiere la importancia de un adecuado abordaje en esta poblacién con la
realizacion de estudios enfocados a determinar la afeccion cardiovascular que presentan
y asi disminuir el riesgo cardiovascular per sé. En un estudio de cohorte de pacientes con
AR de reciente diagndstico se encontrd un incremento en el riesgo absoluto a 10 afios de
enfermedades cardiovasculares si HAS estaba presente. En otros estudios se demostro
un alto indice de HAS no diagnosticada son mas altos en pacientes con AR que la

poblacién general.*

Nuestros resultados no proveen evidencia de asociacion entre los polimorfismos
de miRNA evaluados y las MExa en pacientes con AR, probablemente debido a que no se
alcanzo6 un tamafio de muestra adecuada, una posible explicacién a esto es una cantidad
de pacientes que acudan a la consulta externa de reumatologia del hospital Juarez de
México, y que ademas esten dispuestos a participar en el estudio.
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