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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

AR Artritis reumatoide

ARJ Artritis reumatoide juvenil

BCR Receptor de células B

Cl Complejo Inmune

CPAs Células presentadoras de antigenos

EA Enfermedad autoinmune

FCRL3 Receptor de la fraccion cristalizable gamma 3
GWAS Estudio de asociacion de genoma completo
HLA Antigeno leucocitario humano

IC Intervalo de confianza

LD Desequilibrio de ligamiento

LES Lupus eritematoso sistémico

Mb Megabase

MHC Complejo principal de histocompatibilidad
mRNAs RNAs mensajeros

OR Odds ratio

PTPN22 Proteina tirosina fosfatasa, tipo no receptor 22
SNP Polimorfismo de un solo nucleétido

rSNPs SNPs reguladores

srSNPs SNP RNA estructurales

STAT4 Factor de transcripcion transductor de sefal y activador de la

transcripcion 4
TA Tiroiditis autoinmune

TNF Factor de necrosis tumoral



RESUMEN

La artritis reumatoide (AR), es una enfermedad inflamatoria, crénica y articular
autoinmune, que afecta principalmente a las mujeres. Aunque su causa no es bien
conocida, se han identificado diversos factores ambientales y genéticos
involucrados en su desarrollo. Estudios previos reportan una asociacion entre una
variante funcional tipo polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) localizada en la
posicion -169 T/C del promotor del gen que codifica a la proteina 3 parecida al
receptor de la fraccién cristalizable gamma (FCRL3) en pacientes con AR y lupus
eritematoso sistémico (LES) en poblacion Japonesa. Adicionalmente, un estudio
previo realizado en nuestra poblacion, indica que este SNP esta asociado con
proteccion para desarrollar AR juvenil (ARJ), de manera dependiente de género;
solo en varones. En el actual estudio se incluyeron 248 muestras de pacientes
diagnosticados con AR, de los cuales fueron 232 mujeres y 16 varones, asi como
314 controles, de los cuales fueron 283 mujeres y 31 hombres. El SNP -169 T/C
de FCRL3 fue genotipificado usando un ensayo de discriminacion alélica con 5’
exonucleasa TagMan. Los resultados arrojaron que el SNP -169 T/C de FCRL3
estuvo en Equilibrio Hardy — Weinberg en los casos y controles. Adicionalmente,
los datos indican que el SNP -169 T/C de FCRL3 no esta asociado con AR, por lo
cual, esta variante no confiere susceptibilidad para esta enfermedad autoinmune

en Mexicanos.



INTRODUCCION

Definicién de artritis reumatoide y caracteristicas generales

Artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, multifactorial y con
etiologia aun no bien definida, esta influenciada por diversos factores ambientales
y genéticos de riesgo, que cuando se combinan conducen a una reaccion
inflamatoria, la cual deriva ademas en inflamacién del sinovio, destruccién del

tejido sinovial y erosion del hueso (Bajpai et al., 2012).

La AR causa dolor, hinchazén y rigidez en las articulaciones, pudiendo provocar
graves dafios en las mismas, asi como la pérdida de funcion y discapacidad, hasta
ser una posible causa de muerte prematura en los individuos afectados. AR puede
durar desde algunos meses hasta toda la vida, mientras, los sintomas clinicos
pueden mejorar o empeorar con el paso del tiempo (Weisman, 2011). Algunos de
los sintomas de la AR son: inflamacién articular, sensibilidad a la palpacion,
engrosamiento del tejido sinovial, dolor, rigidez y deformidad de las articulaciones

(Lee, 2001).



Epidemiologia

Se estima que la AR afecta entre el 0.5 y el 1.0% de la poblacién adulta mundial,
siendo las mujeres las mas afectadas, alcanzando una proporcion 3:1, o mas
respecto a los varones. Adicionalmente, tener un pariente de primer grado
afectado con AR aumenta la probabilidad de desarrollar la enfermedad de 3 a 9
veces mas en comparacion con la poblacion general, lo que sugiere la influencia
de factores genéticos y/o ambientales compartidos (Karlson & Dean, 2012). La
edad pico de aparicion de esta enfermedad autoinmune (EA) se presenta entre los

30 - 55 afos, mientras, la prevalencia aumenta con la edad.

A nivel mundial se han hecho estudios sobre la prevalencia, los datos indican que
ésta varia de acuerdo a la poblacién evaluada, por ejemplo, en Estados Unidos se
estima una prevalencia de 0.5% a 1.1%, mientras, en el Sur de Europa va de 0.3 a
0.7%, en Sudamérica es del 2.0% y en el Medio Oriente representa el 3.6%

(Ramirez-Bello, 2016).

La prevalencia estimada en México es de 1.6%, en hombres de 0.85% y en
mujeres de 2.09%, pero esta prevalencia varia de acuerdo con la region de
estudio; en la Ciudad de México es de 1.0%, en Yucatan 2.8%, Chihuahua 1.9%,

Sinaloa 1.8%, mientras en Nuevo Ledn es del 0.7% (Ramirez-Bello, 2016).
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Fisiopatologia de la AR

Es posible identificar niveles de citocinas y autoanticuerpos alterados varios afnos
antes del diagnédstico de AR, es por esto que se dice que esta EA se desarrolla en

fases, las cuales se muestran en el siguiente diagrama (figura 1):

Phase 2
Phase 1 Asymptomatic
Genetic Risk Autoimmunity
and Inflammation

Phase 3 Phase 4
Early Symptoms of Inflammatory
Articular Disease Arthritis

HLA DRB1 SE Autoantibodies Arthalgias

Non-HLA Genes Cytokeres Stiffness
Chemokines

Lok O ok g O N O

-

Figura 1. Fases del desarrollo de AR. Fase 1, fase asintomatica del riesgo genético; fase 2, fase
de activacién inmune asintomatica con presencia de autoanticuerpos y biomarcadores elevados
tales como citocinas y quimiocinas; fase 3, fase preclinica con presencia de biomarcadores
anormales de inflamacién y tal vez artralgias; fase 4, artritis inflamatoria clinicamente aparente
(definida como enfermedad articular sintomatica que incluye dolor, rigidez e hinchazén, y sinovitis
identificable en el examen) que puede ser una artritis indiferenciada o cumplir con la clasificacion
clara de AR (Karlson & Dean, 2012).
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En AR existe inflamacion persistente del tejido sinovial, destruccion del cartilago
de las articulaciones con movimiento y erosiéon del hueso. Estos eventos se dan
por la activacion anormal de los linfocitos B y T, asi como de macréfagos, y otras
células del sistema inmunoldgico, las cuales tienen un papel regulador tanto a
nivel del sistema inmunoldgico innato y adaptativo, adicionalmente, cuando ellas
se encuentran alteradas en esta EA, se producen niveles anormales de algunas
citocinas, quimiocinas, receptores de citocinas y quimiocinas, moléculas de
adhesion y adaptadoras (por mencionar algunos), autoanticuerpos, etc., las cuales

estan implicadas en la patogénesis de AR (Rodriguez-Elias et al., 2016).

Una de las principales citocinas involucradas en AR, es el factor de necrosis
tumoral (TNF); proteina proinflamatoria que participa tanto en el inicio agudo y
cronicidad de esta EA, algunos estudios han mostrado que su sobreexpresion es
suficiente para inducir esta enfermedad, dado que esta también induce la
expresion de diversas interleucinas (IL), tales como IL-1 e IL-6 (citocinas
proinflamatorias), estas ultimas también estan involucradas en la actividad de AR
(figura 2). Adicionalmente, TNF, induce la expresién de genes que codifican para
moléculas de adhesién intracelular y vascular (ICAM y VCAM), asi como de
metaloproteasas, las cuales estan implicadas en la destruccién del cartilago y en
la erosion del hueso, al mismo tiempo se ha observado que esta citocina induce la
sintesis de autoanticuerpos (estimula a las células B a sintetizar autoanticuerpos),
los cuales son factores de gravedad y mal prondstico en AR (Rodriguez-Elias et

al., 2016).

12



Otra citocina proinflamatoria involucrada en todas las fases de desarrollo de AR es
IL-17, proteina producida principalmente por células Th17. Entre sus funciones se
encuentra la induccién de la produccion de citocinas inflamatorias en el sinovio,
dafiando de esta manera el tejido sinovial, ademas, promueve la sobrevida de los
sinoviocitos y células inflamatorias asi como un aumento en el numero de estos,
asi como inflamacién exacerbada en las articulaciones de los pacientes con AR

(Rodriguez-Elias et al., 2016).

Las células plasmaticas (células diferenciadas a partir de células B, encargadas de
la sintesis de anticuerpos y/o autoanticuerpos) sintetizan autoanticuerpos bajo
ciertos estimulos antigénicos propios o extrafios, también participan
importantemente en la fisiopatologia de la AR (Diaz-Gonzalez & Ferraz-Amaro,
2007). Adicionalmente, las células B, conocidas por ser células presentadoras de
antigeno profesionales, pueden también sintetizar tanto citocinas proinflamatorias
como antiinflamatorias, lo cual contribuye fuertemente en la patogénesis de
diversas EA, incluyendo AR (Diaz-Gonzalez & Ferraz-Amaro, 2007; Nashi et al.,
2010). Las células B contienen en su superficie receptores para la fraccion
cristalizable (FcRs), proteinas que interaccionan con diversos isotipos de
inmunoglobulinas (IgA, IgE, IgM e 1gG), las cuales participan en la regulacién y
ejecucion de respuestas mediadas por anticuerpos. Estas reacciones
proinflamatorias deben estar estrechamente reguladas para evitar dafiar o destruir
tejidos sanos. Cuando ésta regulacion falla, puede iniciar una respuesta inmune
anormal asi como el desarrollo de diversas enfermedades crénicas autoinmunes

(Nimmerjahn & Ravetch, 2007). Los FcRs interactuan selectivamente con
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anticuerpos/autoanticuerpos, los cuales van en complejos inmunes (Cl), formados
de multiples anticuerpos/autoanticuerpos unidos a un antigeno. La unién de los Cl
a las células B, induce la activacion de diferentes vias de senalizacién, sin
embargo, hay receptores inhibidores y otros activadores, pero ambos se expresan
conjuntamente en la misma célula, esto determina la magnitud de la respuesta
inmune adaptativa mediada por las células B. Kochi y cols. (2005), identificaron
una variante genética localizada en el promotor del gen FCRL3, a nivel de
proteina, que se expresa en la membrana de las células B, por su parte se
identific6 que esta variante afecta su expresién génica y causa susceptibilidad
para AR, lupus eritematoso sistémico (LES) y tiroiditis autoinmune (TA), (Kochi et
al., 2005). De esta manera, estos datos muestran el papel que pueden jugar las

variantes genéticas y las células B en la fisiopatologia de AR.
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Figura 2. Fisiopatologia de la AR. Diversas células del sistema inmunolégico que muestran
autoreactividad, asi como citocinas, quimiocinas, receptores, de citocinas, quimiocinas,
autoanticuerpos, etc., contribuyen importantemente en mantener la inflamacién crénica, ademas de
inducir dafio, destruccion articular y erosion o6sea (Rodriguez-Elias et al., 2016; Imagen
www.docplayer.es).

Etiologia de la AR

AR es una de las formas mas comunes de artritis. La aparicién de AR se origina
como resultado de una compleja interaccion entre factores ambientales (humo de
cigarros, uso de hormonas exdgenas, contaminacion del aire, periodontitis, virus
(Epstein-Barr, parvovirus B19) y sus productos (por ejemplo, proteinas de choque

térmico) y bacterias (Streptococcus, Mycoplasma, Proteus y E. Coli) (Kamphuis et
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al., 2005; Rodriguez-Elias et al., 2016) y factores de riesgo genéticos heredados,
aunque se desconoce cual es el evento inicial que desencadena la respuesta
inflamatoria cronica en esta enfermedad (Karlson & Deane, 2012; Stark, 2013).
Independientemente de esto, para que se desarrolle AR se requiere de la
combinacion de factores ambientales y genéticos de riesgo. En la actualidad no se
conoce de manera clara la participacion de todos los factores de riesgo, motivo por
el cual, la participacion de la interaccion gen-ambiente no se encuentra bien
dilucidada en AR. Sin embargo, desde el punto de vista genético en esta EA, esta
ha sido fuertemente respaldada en diversos estudios que demuestran que los
genes son el factor de riesgo de mayor importancia que contribuye en AR. La
asociacion genética mas solida en esta EA esta dada por alelos particulares del

antigeno leucocitario humano (HLA-DRB1) (Pratt et al., 2009).

Genética de la AR

Algunos estudios, realizados en familias y gemelos han mostrado el efecto que
ejerce el factor genético en AR, de hecho, la heredabilidad estimada en esta EA es
de aproximadamente 65% (Rodriguez-Elias et al., 2016). Actualmente, mediante
estudios de asociacion de gen candidato o los del genoma completo (GWAS), se
han logrado identificar varios loci de riesgo asociados con susceptibilidad para
desarrollar AR. Hasta la fecha, mediante este tipo de estudios se han descrito al
menos 100 genes asociados con susceptibilidad, gravedad, actividad y respuesta

a tratamiento para AR, algunos de estos genes son: FCRL3, PTPN22, STAT4 y
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HLA clase I, entre muchos otros. Cabe mencionar que las variantes localizadas
en los genes anteriormente citados, y que han mostrado asociacion con

susceptibilidad para AR, son del tipo polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs).

Algunas caracteristicas de los SNPs se describen a continuaciéon (Ramirez-Bello &

Jiménez-Morales, 2017):

* Los SNPs se localizan en todo el genoma humano y son las variantes mas
comunes.

* Se localizan tanto en genes codificantes como en no codificantes de
proteinas.

* Se encuentran a cada 250 pares de bases aproximadamente.

* Son bialélicos en su mayoria, pero también pueden ser trialélicos y
tetraalélicos.

* Su genotipificacién es sencilla con métodos automatizados.

* En salud, los SNPs pueden ser usados para identificar individuos

genéticamente susceptibles para desarrollar enfermedades multifactoriales.

Estas variantes de un solo nucleétido se dividen en neutras y funcionales, siendo
las ultimas las que presentan un impacto biolégico, y las que tienen un efecto
directo en la asociacién con diversas enfermedades multifactoriales. Los SNP
funcionales se clasifican de acuerdo a la region donde se ubican y a la funcién que

cumplen, sus efectos se pueden observar en la tabla siguiente (tabla 1):
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SNP funcionales Ubicacion Funcidn

rSNP y miR-rSNP Promotor de genes codificantes de Alteran la expresion génica
proteinas y no codificantes,
respectivamente
- SISNP pre-mRNA y mRNA maduros Alteran la traduccién, la estabilidad, la longitud y
la interaccion de mRNA/mIRNA
- miR-srSNP pri, pre y miRNA maduros Afectan la estructura, el procesamiento y la
funcién de los miRNA
cSNP Secuencia codificante Afectan la estructura y la funcién o la actividad
- SSNP de las proteinas o enzimas
- nsSNP Los nsSNP sin sentido generan un codén de
¢ Sin sentido paro y terminacion prematura de las proteinas
Los nsSNPs de sentido erréneo generan
¢ Sentido erréneo cambios de aminoacidos

cSNP: SNP codificantes; miR-rSNP: SNP requladores de microRNA; miR-srSNP: SNP RNA estructurales de microRNA; nsSNP: SNP no sinénimos; rSNP: SNP reguladores;
srSNPs: SNP RNA estructurales; SSNP: SNP sin6nimos.

Tabla 1. Clasificacion funcional de los SNPs (tomada de Ramirez-Bello & Jiménez-Morales, 2017).

Los SNPs, de acuerdo con su amplia distribucion dentro de los genes que
codifican y no codificantes de proteinas, pueden afectar su estructura (de los
genes), teniendo un efecto sobre la expresion génica, adicionalmente, los SNPs
localizados en los mRNAs con intrones (MRNAs primarios) o en los mRNAs
maduros (ya sin intrones), pueden afectar el corte y empalme, la estabilidad de los
MRNAs, el inicio de la traduccion, la interaccion entre microRNAs/mRNAs, la
estructura y/o funcion de las proteinas. De esta manera, estas variantes
funcionales pueden ser causa directa de susceptibilidad para AR (Ramirez-Bello et

al., 2013. Ramirez-Bello & Jiménez-Morales, 2017) (Ver tabla 1).
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Genes relacionados con AR

HLA de clase Il

Los genes del HLA, se localizan en la citobanda 6p21, la cual comprende 3.6 Mb y
se divide en genes del HLA de clase I, Il y lll. Los genes de HLA-III no codifican
moléculas presentadoras de antigenos, mientras, HLA-I y el Il, codifican proteinas
de superficie celular, las cuales presentan antigenos propios y/o extrafios y son
altamente polimérficas. EI HLA junto con el antigeno propio/extrafio interacciona
con el receptor de células T y con el correceptor T CD4", es decir, interacciona, en
primer lugar con estas proteinas de las células T CD4", las cuales, inducen su
activacién y posterior activacion del sistema inmunolégico adaptativo. EI HLA-II es
el principal factor de riesgo genético asociado para AR, contribuyendo en un 11%

de susceptibilidad para desarrollar la enfermedad (Rodriguez-Elias et al., 2016).

PTPN22

El gen PTPN22 (localizado en la citobanda 1p13.3-13.1), el cual codifica para la
proteina LYP, representa el segundo /oci de mayor importancia en la
susceptibilidad para AR (solo se encuentra por detras del HLA-II). Su funciéon a
nivel proteinica es regular la activacion de diversas subpoblaciones de células T,

células B, neutrdfilos, etc. En el 2004, se identificd el SNP no sinénimo C1858T, el
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cual, cambia una citocina por timina en el codén 620 del mRNA de PTPN22, este
cambio origina el reemplazo del aminoacido arginina por triptéfano (R620W). Esta
variante ha sido asociada con susceptibilidad para diabetes tipo 1 (una
enfermedad autoinmune), asi como para otras EA, tales como AR, LES vy tiroiditis
autoinmune (TA). En poblacion mexicana, el alelo C del SNP C1858T de PTPN22
se asoci6é con susceptibilidad para AR: OR 4.06, p=0.0004 (Rincén et al., 2016),
mientras, en TA también mostré asociacién con susceptibilidad; OR 4.3, p=0.004

(L6pez-Cano et al., 2017).

STAT4

El gen STATH4, codifica para el factor de transcripcion transductor de senal y
activador de la transcripcién 4, el cual se encarga de transducir sefiales inducidas
por IL-12, IL-23 e interferén 1. A nivel cromosomico, este gen esta localizado en la
citobanda 2g32.2, mientras a nivel de funcion proteinica esta implicado en la
diferenciacion y proliferacion de células Th1 y Th2, tipos celulares involucrados en
el desarrollo de enfermedades crénicas inflamatorias y con diversas EA. En 2007,
un SNP (rs7574865G/T) localizado en el intron 3 de STAT4 se identifico estar
asociado con LES y AR (Rodriguez, 2016). Beltran-Ramirez y cols. (2016)
identificaron este SNP asociado con susceptibilidad tanto para AR como para LES
(G vs T; OR 1.42, p=0.0009, y OR 1.74, p=0.0002, respectivamente) (Beltran-

Ramirez et al., 2016).
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FCRL3

FCRL3 se localiza en la citobanda 1921 del cromosoma 1, y codifica para la
proteina 3 parecida al receptor de la fraccion cristalizable gamma. La proteina se
expresa en la superficie de células B, y es un miembro de la super familia de los
receptores de inmunoglobulinas, encargado de regular la activacién/inactivaciéon
de células B a través de sus motivos de activacion o inhibicion en
inmunorreceptores basados en tirosina (ITAM e ITIM) (Rodriguez-Elias et al.,
2016). Hasta ahora, la funciéon de FCRL3 no se conoce claramente (tampoco se
conoce su ligando), sin embargo, debido a la presencia de sus motivos ITAM e
ITIM en el dominio intracelular se sugiere que su participacién podria estar
mediada por un ligando afin, el cual, probablemente pueda activar/inactivar la

funcién de las células B (Bajpai et al., 2012).

Antecedentes de FCRL3 en AR

Kochi y cols., en 2005, analizaron la region 1921-23 (mediante un arreglo de
lllumina de SNPs), la cual previamente habia sido reportada estar ligada con AR y
otras EA, en su andlisis identificaron varios SNPs del gen FCRL3 asociados con
AR, LES y TA. El estudio identificd multiples bloques en desequilibrio de enlace (o
ligamiento) (LD) en esta region, ademas se identificaron al menos 4 SNPs de
FCRL3 (y que estuvieron en alto LD) asociados con AR, estos polimorfismos se

localizaron en FCRL3. EI SNP funcional importante en la susceptibilidad para AR,
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LES y TA fue el -169T/C de FCRL3, el cual afecta su expresion génica a través de

la modificacién de la afinidad de unidn del factor de transcripcion NF-kB. El cultivo

de células obtenidas de individuos sanos mostraron que los genotipos -169 T/C y -

169 CC correlacionaron con mayores niveles de expresion del mMRNA de FCRL3

cuando se comparo con el genotipo comun (-169 TT) (Kochi et al., 2005). De esta

manera, esta variante confirié susceptibilidad para esas tres EA.
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Figura 3. Mecanismo potencial de FCRL3 en AR. En esta imagen se muestra el papel de diversas
células y citocinas involucradas en el activacion de ellas mismas o de otras células involucradas en
la patogénesis de AR. Adicionalmente, FCRL3, una proteina expresada en la superficie de las
células B participa en la activacién/inactivacion de células B, claves en la produccion de
autoanticuerpos en AR (Imagen tomada de Lin et al., 2016).
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Algunos estudios genéticos posteriores llevados a cabo en otras poblaciones
evaluaron si este hallazgo era similar a los encontrados por Kochi, por ejemplo, Lin
y cols., (Lin et al., 2016), encontraron que esta variante mostré asociacion con AR
en poblacién China. Un estudio previo en 2010, coincide con estos resultados
identificados en pacientes chinos, pero menciona que la magnitud del riesgo es
considerablemente menor que el efecto estimado en la poblacién japonesa (Wu et
al., 2010). Otro estudio realizado en 2006, identific6 una asociacion entre esta
variante 'y AR en una poblacibn de Canadd (Newman et al.,, 2006).
Adicionalmente, en poblacion holandesa se identificaron resultados similares; una
asociacién del genotipo homocigoto CC con susceptibilidad para desarrollar AR en
comparacién con los genotipos TT y TC (Thabet et al., 2007). Sin embargo, otros
estudios no han replicado este hallazgo, en 2013, se realizdé un estudio sobre el
efecto de esta variante y la susceptibilidad para AR en poblacion irani,
encontrandose una no asociacion con AR (Golmoghaddam et al., 2013). Este dato
fue similar a lo encontrado en poblacién coreana, la variante no mostré estar
asociada con la susceptibilidad (Choi et al., 2006). Adicionalmente, en
norteamericanos blancos, el alelo -169 C tampoco mostré asociacion con AR (Hu
et al., 2006). Por su parte, en poblacion mexicana, solo se ha hecho un estudio de
esta variante en pacientes con AR juvenil (ARJ), y resulté que el alelo C del SNP -
169 T/C confirid proteccion para desarrollar la enfermedad de manera dependiente
de género (en individuos masculinos) (Ramirez-Bello et al., 2013). De esta
manera, es importante determinar en otras poblaciones, incluyendo la nuestra, si

el SNP -169 T/C de FCRLS3 confiere riesgo o proteccién para desarrollar AR.
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JUSTIFICACION

AR es una enfermedad multifactorial que afecta principalmente a las mujeres, su
etiologia no se conoce de manera clara, sin embargo, estudios recientes han
demostrado que el factor genético es fundamental en el desarrollo de esta
enfermedad. EI SNP -169 T/C de FCRL3 ha sido asociado anteriormente con
susceptibilidad para desarrollar AR en poblacién japonesa (asi como en otras
poblaciones), este mismo SNP fue evaluado en pacientes con ARJ en poblacién
mexicana y mostrd asociacion con proteccion de manera dependiente de género.
Este proyecto buscéd determinar si este polimorfismo estd o no asociado con
susceptibilidad o proteccion para desarrollar AR de poblacién mexicana. De esta
manera, es importante identificar individuos genéticamente susceptibles para AR,

con el fin de tener una medicina mas predictiva y personalizada.

OBJETIVOS

General

e Determinar si el polimorfismo -169 T/C de FCRL3 confiere riesgo para

desarrollar AR en poblacion mexicana.
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Particulares

* Identificar las frecuencias de genotipos y alelos del SNP -169 T/C de

FCRL3 en una poblaciéon de estudio.

e Determinar si el SNP -169 T/C de FCRL3 esta asociado o confiere riesgo

para desarrollar AR.

HIPOTESIS

¢El alelo C del SNP -169 del gen FCRL3 confiere susceptibilidad en individuos

mexicanos a desarrollar AR?

METODOLOGIA

Diseno de estudio

Observacional, retrospectivo, transversal y comparativo.

Poblacion de estudio

En este estudio se incluyeron 248 pacientes con AR (232 mujeres y 16 varones),

asi como 314 controles (283 mujeres y 31 hombres). Los pacientes fueron
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diagnosticados con AR o LES por médicos reumatélogos del Hospital Juarez de
México (HJM), al mismo tiempo, los controles fueron captados en diferentes
servicios del HIM. Los individuos sanos no tuvieron ningun antecedente de alguna
EA o cronicas inflamatorias, como obesidad, alergia (los diferentes tipos de
alergia), urticaria crénica o aguda, infarto agudo al miocardio, y otras, como
diabetes tipo 2, hipertension, etc. Los comités de Investigacién, Etica y
Bioseguridad aprobaron este protocolo. Cada uno de los casos y controles
proporcion6 su firma de consentimiento informado, antes de tomar su muestra

para los estudios genéticos.

Criterios de seleccion de la muestra; Pacientes.

De inclusion

* Pacientes con diagnostico de AR acorde a los criterios de
clasificacion ACR/EULAR 2010.

* Ambos sexos, edad entre 18 y 65 anos.

* Mestizos mexicanos (persona nacida en México, que tiene 2
generaciones ascendentes nacidas en México, dato evaluado por
cuestionario) y residentes de México.

¢ Consentimiento informado firmado.

De exclusién

* Coexistencia de otras enfermedades autoinmunes, excepto

Sindrome de Sjogren.
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* Coexistencia con neoplasias activas.

* Infecciones agudas.

De eliminacion

¢ Revocacion del consentimiento.
¢ Muestra insuficiente.
* Muestra coagulada.

* Muestra mal procesada.

Criterios de seleccion de la muestra; Controles.

De inclusion

* Individuos sanos sin antecedentes de EA e inflamatorias (sin
obesidad, hipertension, asma, etc.).

* Ambos sexos, edad entre 18 y 65 anos.

* Mestizos mexicanos (persona nacida en México, que tiene 2
generaciones ascendentes nacidas en México, dato evaluado por
cuestionario) y residentes de México.

¢ Consentimiento informado firmado.

De exclusion

* Coexistencia con neoplasias activas.

* Infecciones agudas.

27



De eliminacion

¢ Revocacion del consentimiento.
¢ Muestra insuficiente.
* Muestra coagulada.

* Muestra mal procesada.

Calculo del tamano de muestra

De acuerdo al programa QUANTO, el cual evalua el tamafio de muestra tomando
en cuenta la frecuencia de los alelos 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 248 pacientes con AR.

Toma de muestras

A todos los casos y controles se les tom6 una muestra de sangre periférica de 5
mL mediante venopuncion, en tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante. A

partir de esta muestra, se extrajo el ADN nuclear.

Extraccién del material genético

Para realizar la extraccion del ADN se utilizd el kit de extraccion Invisorb Blood

Universal Kit; Stratec molecular, mediante el siguiente procedimiento:
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. Las muestras de 5 mL de sangre periférica se centrifugaron durante 10
minutos a 2500 r.p.m. para obtener la capa de leucocitos.

. Se removio la capa de leucocitos y se colocd en un tubo limpio de 15 mL,
después se agregaron 13 mL de buffer EL de lavado (el cual estuvo a una
temperatura de 4°C), se homogenizé la mezcla y se coloco en la centrifuga
a 3500 r.p.m. durante 10 minutos, posteriormente, este procedimiento se
realizd de 2 a 3 veces hasta que se eliminaron todas las células rojas.

. Una vez que el botén de leucocitos quedd limpio, se colocaron 3 mL de
buffer HL y 30 pyL de proteinasa K, posteriormente se incubd6 por 10 minutos
a 60°C en bafio maria.

. Transcurridos 10 minutos, se agregaron 3 mL de alcohol isopropilico a la
mezcla, agitandose vigorosamente en el vortex para que precipitara el ADN,
obteniendo asi la lisis de los glébulos blancos.

. Posteriormente, se centrifugd la muestra a 3500 r.p.m. durante 10 minutos,
se elimind el sobrenadante y se agregaron 1.5 mL de etanol al 70%
(reactivo de grado biologia molecular).

. Nuevamente se centrifugdé a 3500 r.p.m. durante 5 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y se dejo deshidratar el ADN de cada muestra a temperatura
ambiente por 10 minutos.

. Finalmente, se colocé el ADN en tubos Eppendorf de 1.6 mL y se
agregaron 600 uL de buffer U (que sirve para mantener estable el ADN
durante varios meses o afos). Estas muestras se incubaron durante una

hora a 60°C en un termo shacker con agitacion continua.
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Cuantificaciéon del ADN

Una vez que el ADN se disolvio en 300 uL de buffer U, se cuantifico la cantidad de
ADN de cada una de las muestras, de casos y de controles, mediante lecturas de

densidad éptica (DO) o absorbancia con un espectofotometro a 260 y 280 nm.

Con el cociente de la DO 260/280 se determiné el grado de pureza de la muestra
obtenida de ADN, los valores considerados como adecuados fueron entre 1.7 y
2.0, ya que valores inferiores a estos son indicadores de contaminacion por
proteinas o por solventes organicos, en estos casos se realizd una nueva

purificacion de las muestras de ADN.

Diluciones de ADN nuclear

A partir de las cuantificaciones de ADN de cada una de las muestras de casos y
controles, se hicieron diluciones a 5 ng/uL con agua libre de DNAsas en un

volumen final de 200 L, utilizando la siguiente formula:

Concentracion de
muestra ng — 1 uL
9 ng _— X uL
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Tanto las muestras stock de ADN como las diluciones a 5 ng/uL, se almacenaron
en tubos Eppendorf a -20°C para evitar la degradacion progresiva del material

genético, asi como una posible contaminacion.

Elaboracion de las placas para PCR

Las diluciones de ADN de 5 ng/uL de cada caso-control se colocaron en una placa

de 96 pozos.

Posteriormente, en cada uno de los pozos se colocaron los reactivos necesarios

para la reaccién de PCR en tiempo real.

Reactivos colocados por cada muestra de casos y controles:

Reactivo Volumen
Muestra de ADN 2 uL (previamente colocado en cada
pozo y deshidratado)
Sondas, primer (rs7528684) TagMan 0.065 pL
SNP genotyping assays
Agua libre de nucleasas 2.435 L
Master mix 2X 2.5 uL

Volumen final: 7 pL
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Una vez realizado este procedimiento con cada una de las muestras de los
controles y de los casos, las placas se colocaron en el PCR de tiempo real de

BioRad CFX96 Real Time System (C1000 Thermal Cycler), bajo las siguientes

condiciones
Ciclos Temperatura °C Tiempo
Pre-PCR 50 2 minutos
1 ciclo 95 8 minutos
PCR 94 15 segundos
45 ciclos 60 60 segundos
Post-PCR 4 0

Tabla 2. Condiciones del PCR en tiempo real.

Ensayo 5’ exonucleasa para el analisis de discriminacion alélica del SNP -

169 T/C de FCRL3

Para evaluar los genotipos de esta variante, se utilizé la técnica 5’ exonucleasa, la
cual implica el uso de sondas fluorescentes TagMan y analiza las variantes
bialélicas de los SNPs. El vial, contiene dos sondas para identificar cada uno de
los alelos del SNP. Cada sonda en su extremo 5’ contiene un fluoréforo, en una de
ellas contiene el fluoréforo VIC, mientras, en la segunda contiene el fluoréforo

FAM, cuando las sondas son 100% complementarias al lugar donde se
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encuentran los dos alelos del SNP se excitan y emiten fluorescencia a diferente
longitud de onda, esta ultima es detectada por un software del equipo PCR en
tiempo real; CFX96 Real-Time System, y traducida en colores en un plot de

discriminacion alélica.

Lectura y analisis de las placas

El software Bio-Rad CFX Manager, se utilizé para evaluar la fluorescencia de cada
muestra de ADN contenida en las placas. El software normaliza la fluorescencia
de los fluorocromos VIC o FAM con respecto a la fluorescencia del fluorocromo de
referencia pasivo (ROX) en cada pozo. A continuacién, el software traza las
intensidades normalizadas (Rn) de los fluorocromos del notificador en cada pozo
en una grafica de discriminacion alélica, lo que origina las intensidades de ambas

sondas especificas de alelo.

Finalmente, el software CFX Manager agrupa algoritmicamente los datos de las
muestras de casos y controles y asigna un genotipo a cada una con el fin de hacer
una discriminacion alélica de cada muestra. Esta agrupacion de datos puede
variar a lo largo del eje horizontal (alelo 1), el eje vertical (alelo 2) o diagonal (alelo
1/alelo 2). Esta variacion es a consecuencia de las diferentes intensidades de
fluorescencia respectiva de ambos fluoréforos después de la amplificacion de

PCR.
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Analisis estadistico

Los genotipos se obtuvieron por conteo directo. La prueba estadistica empleada
en este estudio fue la X*. Se emplearon tablas de contingencia de 2 x 2 'y 2 x 3,
para obtener datos de OR, IC del 95% y valor de p de alelos y genotipos,
respectivamente. El programa empleado para obtener los datos de OR, IC 95% vy
el valor de p, fue el de Finetti, el cual ademas evalua el equilibrio de
Hardy-Weinberg entre genotipos del SNP -169 T/C de FCRL3 en casos Yy

controles.

RESULTADOS

Numero de pacientes y controles

En este estudio de casos y controles se analizaron 248 pacientes adultos con
diagndstico de AR, este grupo de pacientes incluyd 232 individuos del sexo
femenino y 16 varones. También se incluyeron 314 individuos sanos adultos, de
los cuales 283 fueron mujeres y 31 fueron varones. Los porcentajes de cada

género en casos y controles se observan en la figura4 y 5.
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Numero de mujeres y hombres con artritis reumatoide

n= 248

232

16

Mujeres Hombres

. o oeas% |

Figura 4. Niumero de pacientes con AR por género.

Numero de mujeres y hombres sanos

n=314

283
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31
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Figura 5. NUmero de mujeres y varones sanos.
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Analisis del Equilibrio Hardy — Weinberg

Tanto los casos (0.5 = p) como los controles (0.5 = p) estuvieron en equilibrio

Hardy — Weinberg para el SNP -169 T/C de FCRL3.

Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -169 T/C de FCRL3

Las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -169 T/C de FCRL3 mostraron
pequefas diferencias en los porcentajes en todos los casos y controles (que
incluye mujeres y varones). Por ejemplo, la frecuencia del genotipo que lleva los
alelos menos comunes (CC), fue del 21.4% en casos, mientras en controles fue
del 27.7%. En el estudio realizado previamente en pacientes mexicanos con ARJ,
la frecuencia de este genotipo en casos fue del 16.1%, un porcentaje por debajo
de lo encontrado en el actual estudio, mientras en controles, el porcentaje (24.5%)
fue similar a lo identificado en este estudio (27.7%). Respecto al genotipo
heterocigoto, en este estudio, se identificd en el 50.4% de los casos y en el 45.5%
de los controles, respectivamente Por otro lado, este genotipo se presentd en el
40.2% de los casos y en el 50.5 % de los controles en el estudio reportado por

Ramirez Bello y cols. (Ramirez-Bello et al., 2013).
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Analisis de asociacion

El andlisis sugiere que dado que las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -
169 T/C de FCRL3 son similares en casos y controles, estas no mostraron una
evidencia de asociacién con susceptibilidad o protecciéon para AR en la poblacion
de estudio (Tabla 3). El analisis de estratificacion en mujeres mostrd resultados
similares (informacién no mostrada), sin embargo, no se pudo realizar el analisis
de estratificacion en hombres dado el bajo numero de ellos identificados en los
casos (16 pacientes varones). Motivo por el cual no se pudo evaluar si esta

variante esta asociada con proteccion en varones, como lo reportado previamente

en el estudio de Ramirez Bello y cols., 2013.

Genotipo
TT 70 (28.2) 84 (26.8) - - -
TC 125 (50.4) 143 (45.5) 1.05 0.71-1.56 0.81
CcC 53 (21.4) 87 (27.7) 0.73 0.46-1.16 0.18
Alelo
T 265 (53.4) 311 (49.5) - - -
Cc 231 (46.6) 317 (50.5) 0.86 0.68-1.08 0.19

Tabla 3. Frecuencias de alelos y genotipos del polimorfismo -169 T/C de FCRL3 y analisis de
asociacion en pacientes con AR y controles. (OR odds ratio, /C intervalos de confianza, p
significante estadistico).
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DISCUSION

En el actual estudio se evalu6 el papel que representa la variante -169 T/C
(rs7528684) de FCRL3 con respecto a la susceptibilidad que pueda causar en
pacientes mexicanos con AR. Los datos encontrados en la poblacion de estudio,
sugieren que este polimorfismo no esta asociado con susceptibilidad o riesgo para

desarrollar esta EA en pacientes mexicanos.

Respecto al analisis de E-HW en la poblacién de casos y controles, mostrd que la
distribucion de los genotipos TT/TC/CC del SNP -169 T/C de FCRL3 esta en
equilibrio, lo cual sugiere que no hay diferencias estadisticas en las frecuencias de

los alelos y no hay estratificacion poblacional (Smith & Baldwin, 2015).

Desde el punto de vista genético, FCRL3, codifica para la proteina 3 parecida a la
fraccidon cristalizable gamma (FCRL3), glicoproteina que pertenece a la super
familia de receptores de inmunoglobulinas, y que se expresa principalmente en los
linfocitos B, células asesinas naturales y células T. FCRL3 juega un papel
importante en la diferenciacion de células B y se expresa altamente en los centros
germinales. FCRL3 contiene tanto motivos ITAM e ITIM, en su dominio
citoplasmatico, los cuales son capaces de inhibir la senalizacion del BCR, dado
que se ha documentado que tiene una funciéon importante en la regulacion de las
células inmunes (Hu et al., 2006; Li et al., 2013). Recientemente, se identifico que
la sobreexpresion de FCRL3, la cual correlaciona con una mayor cantidad de

proteina en la superficie de las células B, puede afectar la ruta de la sefal normal
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y activar tanto las células T como las células B, afectando su crecimiento y
diferenciacion, adicionalmente, las células T reguladoras pueden liberar citocinas
proinflamatorias que activan fibroblastos sinoviales y osteoclastos. Como resultado

de esto, los tejidos éseos y cartilaginosos se ven afectados (Lin et al., 2016).

Desde el punto de vista de variabilidad genética y salud/enfermedad, FCRL3
presenta diversos SNPs a través de toda su organizacion génetica. En 2005,
Kochi y cols., identificaron 4 SNPs asociados con susceptibilidad para desarrollar
AR, LES y TA en poblacién japonesa, dos de ellos se encuentran en la region
promotora, especificamente en las posiciones -169 T/C y -110 G/A, uno mas se
encuentra en un intrén 3 y el ultimo en un exoén 2, este ultimo no lleva a cambio de
aminoacido dado que se encuentra en la region 5’ no traducida. El estudio de
Kochi, identificé que el polimorfismo -169 T/C (rs7528684) fue la variante directa
asociada con AR (OR de 2.15, p = 0.00000085), LES y TA, dado que esta es un
rSNP y afecto los niveles de expresion de la luciferasa, mediante estudios de gen
reportero, ademas, mediante estudios de EMSA (retardamiento en gel) y REMSA
(super retardamiento en gel), se identific6 que cuando se encuentra el alelo C del
SNP -169 T/C este causa que se una especificamente el factor de transcripcion
NF-kB, por lo que este alelo lleva a una mayor expresion génica a través de la
union de esta proteina. Adicionalmente, estudios de cultivos de células de
individuos sanos con los genotipos de interés del SNP -169 T/C, mostraron que los
genotipos TC y CC cuando se compararon con el genotipo comun (TT), estos
mostraron una correlacién con una mayor expresion de FCRL3 en células B (Kochi

et al., 2005). Dicha expresion alterada de FCRL3 probablemente influye en la
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senalizacion emitida por los motivos ITAM e ITIM provocando una activacion

desregulada de las células B (Golmoghaddam et al., 2013).

Por otro lado, diversos estudios genéticos han tratado de replicar el hallazgo
identificado de asociacion del SNP -169 T/C de FCRL3 en pacientes con AR en
otras poblaciones diferentes a la japonesa. Sin embargo, los datos sobre este
polimorfismo en AR son controversiales, por ejemplo, en asiaticos, ademas de
Kochi y cols. (2005), también en poblaciéon China (Lin et al., 2016; Wu et al.,
2010), asi como en canadienses (Newman et al., 2006) y holandeses (Thabet et
al., 2007), esta variante mostré asociacion con susceptibilidad para AR. Mientras,
otros investigadores han mostrado que esta variante no estd asociada con AR,
esto ultimo ha sido identificado en poblacién irani (Golmoghaddam et al., 2013),
coreana (Choi et al., 2006) y de EEUU (Hu et al., 2006). Mientras tanto, otros
estudios han identificado esta variante asociada con gravedad de AR, mas que

con la susceptibilidad (Hu et al., 2006; Han et al., 2012).

Esta variante ha sido evaluada solo en una poblacién Latino-Americana, y esta es
la mexicana, sin embargo, esta variante fue analizada en pacientes con ARJ, no
en AR (Ramirez-Bello et al., 2013). Los datos mostraron que el alelo C del SNP -
169 T/C de FCRL3 mostrdé asociacion con proteccion para ARJ, pero esta fue
dependiente de género, y la asociacion solo fue identificada en los varones,
mientras, las mujeres no mostraron ninguna  asociacion con
susceptibilidad/proteccion para ARJ (Ramirez-Bello et al., 2013). A diferencia de la

asociacion del polimorfismo -169 T/C de FCRL3 con proteccion para desarrollar
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ARJ, en el presente estudio no se identificd ninguna asociacion entre esta variante

y AR (Rodriguez-Elias et al., 2016).

Las diferencias entre la asociaciéon de esta variante de FCRL3 y ARJ y la no
asociacion con AR en pacientes mexicanos (basicamente tanto los pacientes con

ARJ y AR son del centro del pais), se puede deber a lo siguiente:

a) La AR es una enfermedad mas homogénea, con diferentes manifestaciones
(solo hay un tipo de AR), mientras la ARJ se clasifica en 3 subgrupos: 1.
Pauciarticular u oligoarticular, 2. Poliarticular, y 3. Sistémica (Lagos et al.,

2004; Khalkhali-Ellis et al., 2000).

Aunque la AR y la ARJ sean enfermedades autoinmunes y compartan
caracteristicas clinicas y patoldgicas similares, son enfermedades distintas y
las principales diferencias son: la edad de aparicion de la patologia, para ARJ
es antes de los 16 afios y la AR aparece, generalmente, después de los 40; la
ARJ puede afectar el desarrollo de los huesos y del crecimiento de los nifios
desapareciendo, en la mayoria de casos, en la edad adulta; mientras, la AR no
desaparece y es una enfermedad crénico degenerativa que puede agravarse
con el paso del tiempo, ademas cerca del 80% de los adultos con AR son
positivos al FR, mientras en los nifios es muy raro, sélo en la forma poliarticular
se presenta, esta forma afecta principalmente a pacientes del sexo femenino y
la presencia del FR puede ser un indicador de que la ARJ continuara en la

etapa adulta (Garavito et al, 2003; Prahalad & Glass, 2002).
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b) Las frecuencias de los tres genotipos y de los alelos del SNP -169 T/C de

FCRL3 en controles de ARJ y AR no tienen diferencias significativas, es
importante mencionar que los controles que se utilizaron en ARJ fueron n= 200
varones adultos (para garantizar que no desarrollaran ARJ), mientras que los
controles con AR fueron n= 314, de los cuales sélo 31 son varones. Esta
diferencia en ambos grupos de controles pudo causar un sesgo en los
resultados, provocando que no se observara una relacion entre el SNP -169

T/C y proteccién a AR en los varones.

Las frecuencias en ambos estudios se encuentran en E-HW en nuestra
poblacién por lo que las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen
constantes de generacion en generacion. Por otro lado, en los casos de
pacientes con ARJ y AR las frecuencias en los tres genotipos y en los alelos
son diferentes, esto puede deberse a que la muestra de pacientes varones con
AR es mas pequefia (16 hombres) en comparacién con la muestra de
pacientes con ARJ, lo que pudo haber afectado la falta de asociacion entre el

SNP -169 T/C de FCRL3y los hombres con AR.

El hecho de que el SNP -169 T/C brinde proteccion de manera dependiente de

género en ARJ y que en AR no esté asociado a la enfermedad puede deberse

también porque:

1. El alelo de susceptibilidad se encuentra en desequilibrio de ligamiento con

la verdadera variante asociada con AR.
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2. Este alelo o alguno de los genotipos interaccionan con diversos factores
genéticos y/o ambientales asi como la exposicion a organismos patégenos.
Estudios en gemelos han confirmado la fuerte influencia del factor genético
ya que el riesgo para AR aumenta de 3 a 9 veces cuando hay un pariente
de primer grado con la enfermedad. Diversos estudios de casos y controles
han demostrado que fumar cigarros es el factor ambiental mas fuerte
relacionado con AR y se le atribuye el 25% de riesgo. En las mujeres, la
AR se desarrolla en momentos en que los niveles de hormonas esteroides
sexuales estan en constante cambio, como en los periodos de postparto,
perimenopausico, ciclos menstruales irregulares, menopausia, entre otros
(Karlson & Deane, 2012). Otros estudios también involucran Ia
participacion de virus (Epstein-Barr, Parvovirus B19) y bacterias
(Streptococcus, Mycoplasma, Proteus y E. Coli) en el desarrollo de la

patologia (Rodriguez-Elias et al., 2016).

3. Es importante tener en cuenta el origen étnico en los estudios de
asociacion, sobre todo en poblaciones donde pudo ocurrir una mezcla
étnica considerable (como nuestra poblaciéon mexicana), ya que pueden
existir diferencias en la asociacion de la enfermedad en diferentes

poblaciones (Eyre, et al., 2006).

Varias publicaciones han identificado una correlacion entre el alelo C y algunos
biomarcadores clinicos de AR, e incluye los péptidos anti-CC, FR y dano articular

(Bajpai et al., 2012; Han et al., 2012; Kochi et al., 2005), esta correlacion puede
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indicar que el alelo C esta implicado en la gravedad de AR, sin embargo, dado que

se carece de esta informacidén no se puede hacer alguna conclusién al respecto.

En el presente estudio la proporcion mujeres—hombres es de 9:1; el numero total
de pacientes masculinos es de 16 (6.89%), mientras en ARJ, los varones
representaron el 43% (87 pacientes hombres) de la poblacién total, este numero
limita el analisis en varones ya que con esta proporcién no se puede hacer ningun
tipo de andlisis, dado que no se cuenta con el tamafio de muestra y poder

estadistico suficiente para tener una conclusion precisa.

CONCLUSIONES

La AR se presentd en mujeres en una proporcion superior a lo reportado

(9:1), respecto a los varones.

* La distribucién de los genotipos del SNP -169T/C de FCRL3 se encontraron
en E-HW, tanto en casos como controles.

* Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -169 T/C
del gen FCRL3y estas fueron similares en casos y controles.

* Este gen no estda asociado con susceptibilidad para AR en poblacion

mexicana.
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Abstract Rheumatoid arthritis (RA) is a multifactorial
disease. A combination of genetic and environmental risk
factors contributes to its etiology. Several genes have been
reported to be associated with susceptibility to the develop-
ment of RA. The MHC2TA and FCRL3 genes have been
associated previously with RA in Swedish and Japanese
populations, respectively. In two recent reports, we show
an association between FCRL3 and juvenile rheumatoid
arthritis (JRA), and MHC2TA and acute coronary syndrome
(ACS) in Mexican population. We assessed the association
between three single nucleotide polymorphisms (SNPs) of
the MHC2TA (—168G/A; rs3087456, and +16G/C; rs4774)
and FCRL3 (—169T/C; rs7528684) genes and rheuma-
toid arthritis in Mexican population through a genotyping
method using allelic discrimination assays with TagMan
probes. Our case—control study included 249 patients with
RA and 314 controls. We found no evidence of an associa-
tion between the MHC2TA —168G/A and +1614G/C or
FCRL3 —169T/C polymorphisms and RA in this Mexican
population. In this cohort of Mexican patients with RA, we
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observed no association between the MHC2TA or FCRL3
genes and this autoimmune disease.

Keywords MHC2TA - FCRL3 - Polymorphism -
Rheumatoid arthritis

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory auto-
immune disease of the joints that affects approximately
0.5-1 % of the population worldwide [1]. RA is charac-
terized by synovial inflammation and leads to progres-
sive destruction of articular cartilage, bone resorption,
and sometimes death [2, 3]. RA predominantly affects
women, with a 3:1 female-to-male ratio [4]. Although
the etiology of RA is still unknown, a growing body of
evidence suggests that the pathogenesis of this autoim-
mune disease involves a complex interaction of genetic
and environmental risk factors [5]. Through candidate
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gene or genome-wide association studies (GWAS), many
genes have been shown to be associated with susceptibil-
ity to RA in different populations [6-10]. The MHC class
II transactivator (MHC2TA) and Fc receptor-like protein 3
(FCRL3) genes have been associated with increased risk
of RA in Swedish and Japanese populations, respectively
[11, 12]. MHC2TA and FCRL3 are located in regions that
exhibit evidence of genetic linkage to RA and other auto-
immune diseases [12, 13]. The MHC2TA gene is located
in the 19p13 chromosomal region and encodes the CIITA
protein, a non-DNA-binding coactivator, which serves as a
master regulator for the expression of MHC2TA and other
genes involved in antigen presentation [14]. In 2005, Swan-
berg et al. [11] reported an association of the MHC2TA
—168G/A single nucleotide polymorphism (SNP) with
increased risk of RA in the Swedish population. However,
despite the work of several studies in other populations,
this finding has only been reproduced in Spanish and Japa-
nese populations [15-25].

The FCRL3 gene is located on chromosomal region
1p21, is a member of the immunoglobulin receptor super-
family, and encodes the Fc receptor-like protein 3, which is
predominantly expressed in B cells and acts in the regula-
tion of the immune system [12, 26, 27]. In 2005, Kochi et al.
[12] reported an association between the FCRL3 —169T/C
polymorphism and RA susceptibility in Japanese patients.
Afterward, this finding was replicated in several Cauca-
sian- and Asian-derived populations [28-45]. Additionally,
an association between the FCRL3 —169T/C polymorphism
and the severity/activity of RA has been reported [46—48].

Interestingly, we recently identified a male-gender-
dependent association between the FCRL3I —169T/C
polymorphism and protection against juvenile rheuma-
toid arthritis (JRA), as well as an association between the
MHC2TA +1614G/C polymorphism and susceptibility to
acute coronary syndrome (ASC) in Mexican population
[49, 50]. In the present study, we analyzed genotype and
allelic frequencies and assessed whether the MHCT2TA
—168G/A, +1614G/C, and FCRL3 —169T/C SNPs are risk
factors for RA in a Mexican study population.

Patients and methods
Study population

Two hundred forty-nine RA patients (232 females/17
males) and 314 healthy controls (283 females/31 males)
were enrolled in the present study. Both the cases and the
controls were unrelated individuals and self-reported as
Mexican Mestizo ethnicity (three generations). A Mexican
Mestizo is defined as a person who born in Mexico and
has history ascendance of admixture ethnicity from Native

@ Springer

American and Caucasian or African who came to America
during the sixteenth century. It is important to note that the
African contribution is <5 % of the genetic background in
mostly Mestizo individuals [51]. RA patients were referred
from the rheumatology departments of the Hospital Judrez
de México (SSA) and the Hospital Regional Lic. Adolfo
Lépez Mateos (ISSSTE). All RA patients were diagnosed
in accordance with the 2010 revised classification criteria
of the American College of Rheumatology (ACR). The
control group included unrelated healthy participants with
no family history of autoimmune or inflammatory disease
(three generations). The cases and controls included in this
study were ethnically matched. Control participants were
referred from the Hospital Judrez de México and the Hospi-
tal Regional Adolfo Lépez Mateos. The institutional Ethics,
Research, and Biosecurity committees approved this study.
All study participants provided written informed consent.

DNA extraction

A total of 5 ml EDTA-treated whole blood was obtained
from each patient and each control. Genomic DNA was
extracted from peripheral blood leukocytes using the Invi-
sorb Blood Universal Kit (Stratec molecular GmbH. Berlin,
Germany) according to the manufacturer’s specifications.
DNA was quantified, diluted, and stored at —20 °C until
use.

Determination of the polymorphisms

The MHC2TA —168G/A (1s3087456), +1614G/C (rs4774),
and FCRL3 —169T/C (1s7528684) SNPs were genotyped
using an allelic discrimination assay with 5’ exonuclease
TagMan SNP genotyping assays on a CFX96 TouchTM Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad, California, USA),
according to the manufacturer’s instructions. Thirty percent
of the samples were genotyped twice (for the three polymor-
phisms); the reproducibility of the results was 100 %.

Haplotype analysis

Pairwise linkage disequilibrium (LD) was measured (r2)
between the two polymorphisms of the MHC2TA gene.
Haplotype blocks were constructed using Haploview soft-
ware version 4.2 (Broad Institute of Massachusetts Institute
of Technology and Harvard University, Cambridge, MA,
USA).

Statistical analysis
The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) for the three

SNPs of MHC2TA and FCRL3 genes was evaluated using
the Chi-square test, as implemented using FINETTI
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Table1 Allele and genotype frequencies of the MHC2TA
+1614G/C, —168G/A, and FCRL3 —169T/C polymorphisms and
association analysis in RA patients and controls

Gene SNP RA# =249 Controlsn=314 OR 95%IC p
n (%) n (%)

MHC2TA +1614G/C genotype

GG 67(26.9) 86(28.4) - - -
GC 114 (45.8) 133 (43.9) 110 0.73-1.65 0.64
ce 68 (27.3) 84 (27.7) 1.03 0.66-1.63 0.87
Allele

G 248 (49.8)  305(50.3) - - -

c 250(50.2) 301 (49.7) 1.02 0.81-1.29 0.86
—168G/A genotype

GG 141 (57.3) 162 (53.6) - - -
GA 88 (35.8) 107 (35.4) 095 0.66-136 0.76
AA 17 (6.9) 33D 0.59 0.32-1.11 0.10
Allele

G 370(75.2)  431(71.4) - - -

A 122 (24.8) 173 (28.6) 0.82 0.63-1.08 0.15
FCRL3 —169T/C genotype

T 70 (28.2) 84 (26.8) = = -
TG 125 (50.4) 143 (45.5) 1.05 0.71-1.56 0.81
cC 53(21.4) 87(27.7) 0.73 0.46-1.16 0.18
Allele

T 265(534)  311(49.5) - - -

1) 231 (46.6) 317 (50.5) 0.86 0.68-1.08 0.19

OR odds ratio, CI confidence intervals, p statistical significant

software (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). HWE was
tested independently for each SNP. We used EPIDAT 3.1
software to estimate the association between certain alleles
and genotypes of MHC2TA and FCRL3 genes and RA sus-
ceptibility, and to obtain the odds ratio (OR), 95 % confi-
dence interval (95 % CI), and p value (http://www.sergas.
es/MostrarContidos_N3_TO01.aspx?dPaxina=62715).

Results

The mean (£SD) age of RA patients and controls was
521 &£ 7.8 and 495 + 6.9 years, respectively. The

female-to-male ratio was 93.2 %/6.8 % (232/17) in RA
patients and 90.1 %/9.9 % (283/31) in controls. All three
SNPs, two of the MHC2TA gene and one of the FCRL3
gene, were in HWE (p > 0.01, data not shown) in patients
and controls. Table 1 summarizes the genotype and allele
frequencies of the MHC2TA —168G/A, +1614G/C, and
FCRL3 —169T/C polymorphisms. The genotype and
allele frequencies of the three SNPs occurred with similar
frequencies in RA patients and controls, and no statisti-
cally significant differences were observed between the
two groups neither after stratification by gender (data not
shown). Haplotype frequency distributions of the MHC2TA
—168G/A and +1614G/C polymorphisms are shown in
Table 2, and no association between any haplotype of the
MHC2TA gene and RA was observed. We observed no LD
between the two polymorphisms of the MCH2TA gene in
RA patients and controls (+* = 0.39).

Discussion

The MHC2TA and FCRL3 genes have been associated
previously with susceptibility to RA in the Swedish and
Japanese populations, respectively [11, 12]. Recently, we
found an association between FCRL3 and MHC2TA with
JRA and ACS, respectively. This study assays whether the
two polymorphisms of the MHC2TA gene (—168G/A and
+1614G/C) and the FCRL3 —169T/C gene polymorphism
are associated with RA in Mexican patients. Our results
suggest that the MHC2TA —168G/A and +1614G/C and
FCRL3 -169T/C SNPs are not associated with RA in our
population.

Swanberg et al. [11] demonstrated that the functional
—168G/A SNP located in the promoter region of the
MHC2TA gene confers risks to RA, multiple sclerosis
(MS), and myocardial infarction. That study showed that
the GG genotype was associated with a reduced MHC2TA
gene expression [11]. The missense MHC2TA +1614G/C
variant has been associated with systemic lupus erythema-
tosus and MS. This causes an amino acid substitution from
glycine to alanine at position 500. However, its functional
consequence is still unknown [52]. MHC2TA encodes the
class II transactivator (CIITA), which is referred to as the

Table 2 Haplotype analysis

MHC2TA haplotypes—168GA/1614G/C  Fi ies OR 95 % CI
of the MHC2TA —163G/A and LD i i 4
+1614G/C SNPs in RA patients Casesn (%)  Controls n (%)
and control subjects
GC 212 (0.426) 252(0.413) 1.06 0.83-1.35 0.04
GG 163(0.327) 184 (0.300) 1.13 0.88—1.46 0.34
AG 85 (0.170) 122 (0.200) 0.82 0.61-1.12 0.22
AC 38 (0.078) 53 (0.087) 0.87 0.56—1.34 0.53
OR odds ratio, CI confidence interval, p p value
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“master regulator” for the expression of MHC class 11
genes and is required for MHC-II-mediated antigen pres-
entation [14]. Our findings are consistent with those stud-
ies that have failed to replicate the association with RA in
UK. Austrian, German, British, North American (European
ancestry), Swedish, Argentinean, and Spanish populations
[15-22, 25],

The association between the FCRL3 —169T/C poly-
morphism and RA susceptibility was firstly reported in
Japanese population. In this study, the functional FCRL3
—169C risk allele increased the expression of FCRL3 on B
cells. This allele is located within the consensus sequence
binding site for the NF-kB transcription factor in the pro-
moter of the FCRL3 gene [12]. Several studies have evalu-
ated the relationship between the FCRL3 —169T/C SNP
and RA susceptibility in different populations. Some stud-
ies have replicated the association between this polymor-
phism and RA susceptibility, while others have reported an
association between the SNP and RA severity or activity
[28—48]. Meanwhile, other studies have shown an integra-
tion between the FCRL3 —169T/C SNP with other geno-
types from other genes [29, 32]. Several meta-analyses have
demonstrated a specific association in Asian population and
a trend in the Caucasian population [41, 44, 45]. The current
study suggests that the FCRL3 —169T/C SNP is not associ-
ated with RA in Mexican patients neither after gender strati-
fication analysis. We previously identified a male-gender-
dependent association between the FCRL3 —169T/C and
protection against JRA in the Mexican population [49].

However, a major limitation of this work is the small
number of male patients with RA: 17 (6.85 %) compared
with our previous study (43 % patients with JRA; the sam-
ple size was 87 individuals), since the proportion of male
patients with RA may affect and indeed may lead to the
lack of association between the FCRL3 —169T/C SNP and
males. Another potential confounding factor is the hetero-
geneity of the Mexican Mestizo population, which is char-
acterized by a very complex genetic background due to the
different contribution of Native American (56 %), Cau-
casian (37 %), and African (5 %) populations during the
conquest [51]. Hence, matching cases and controls using
ancestry informative markers could reduce any possible
stratification effect. Additional studies are needed to deter-
mine the role of the FCRL3 —169T/C SNP in RA patients
in other Latin American population.

Our results suggest that the MHC2TA —168G/A,
+1416G/C, and FCRL3 —169T/C SNPs are not associated
with RA in the Mexican population, and are not genetic
risk factors regarding the development of this pathology.
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Resumen

La AR, una enfermedad inflamatoria, crénica y aufoinmune, afecta aproximadamente al 1% de la poblacion general. Se
caracteriza por presentar inflamacion, dolor, destruccion del cartilago y erosion del hueso. La AR pertenece al grupo de
enfermedades multifactoriales, en cuyo desarrolio influyen diversos factores de riesgo ambientales y genéticos. Los estudios
en familias indican que el desarrolio de la AR estd fuertemente influenciado por el componente genético. Actualmente,
conocemos aproximadamente 100 loci asociados no sdlo con la susceptibilidad, sino también con la gravedad, la actividad
y la respuesta al tratamiento de la AR; entre ellos se encuentran genes que codifican para el antigeno leucocitario humano
(HLA) de clase II, PTPN22, STAT4, CTLA4, TRAF1, PADI4, FCRL3, TNFIP3, TNF-c. y miARN, entre otros. Esta revision tiene
como objetivo describir el papel de diversos genes involucrados en la regulacion del sistema inmunoldgico innata y
adaptativa que han mostrado asociacion con la susceptibilidad a la AR, en diversas poblaciones, incluida la mexicana.

PALABRAS CLAVE: Gen. Genética. Genomica. Susceptibilidad.

Abstract

Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory autoimmune disease that affects approximately 0.5-1% of the general population
and leads to chronic synovial inflammation, destruction of cartilage and bone, and disability. The heritability of rheumatoid
arthritis has been estimated to be about 60%, while the contribution of HLA to heritability has been estimated to be 11-37%.
Other genes, such as PTPN22, STAT4, CTLA4, TRAF1, PADI4, IRF5, FCRL3, TNFIP3, TNF-a, miRNAs, CD28, CD40, TYK2,
etc., have been associated with susceptibility, severity, activity, and treatment response of rheumatoid arthritis. The aim of this
review is to describe the role of gene variants located in immune system genes associated with susceptibility to rheumatoid
arthritis. (Gac Med Mex. 2016;152:218-27)
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Figura 1. La AR, una enfermedad multifactorial.

|ntroducci6n

La AR representa el prototipo de las enfermedades
crénicas inflamatorias; se caracteriza por presentar
inflamacioén en la membrana sinovial, destruccién del
cartllago, erosién del hueso, deformidad articular e
incapacidad funcional del individuo afectado’?. Esta
bien documentado que la AR no tratada a tiempo
causa pérdida del trabajo, disminuye la calidad de
vida y se asocia con una muerte prematura debido a
la enfermedad cardiovascular®®. Diferentes células del
sistema inmunolégico innato y adaptativo presentan
alteraciones en la expresién de diversos genes que
codifican para proteinas, como citocinas, guimiocinas,
receptores, moléculas de adhesion y genes que sinte-
tizan ARN no codificantes, especificamente micro-ARN
(miARN), los cuales tienen una expresion diferencial
en esta enfermedad®®, Aunque la etiologia de la AR
no se conoce completamente, se ha documentado que
la interaccioén entre diferentes factores genéticos de
baja penetrancia y diversos factores ambientales,

Factor
Epigenético

mon | wrion | mou | wmow

PTPN22
HLA  PADI4

REUMATOIDE

como hormonas sexuales y agentes que disparan la
respuesta inmunaldgica, como virus y bacterias, influ-
ye en su patogénesis®. Diversas evidencias han mos-
trado que las alteraciones genéticas, principalmente
del tipo polimorfismos de un solo nucleétide (SNP)
localizados en genes que producen proteinas y ARN
no codificantes (especificamente miARN), y que regulan
la respuesta inmunologica innata y adaptativa, son el
principal factor de riesgo genético involucrado en la AR'.
Los estudios de asociacion de gen candidato o los del
genoma completo (GWAS) han identificado diversos
loci de riesgo asociados con la etiologia de la AR7®,
Actualmente, en AR, se han descrito unos 100 genes
asociados con susceptibilidad, proteccién, gravedad,
actividad y respuesta a tratamiento®; entre ellos, se
encuentran genes que codifican para el HLA de clase
Il 'y varios genes no HLA, como STAT4, CTLA4, TRAF1,
PADI4, FCRL3, TNFIP3 y TNF-t, y mi-ARN, principal-
mente miR-146a y miR-499 "%, Estos genes influyen im-
portantemente en la patogénesis de la AR; en esta revi-
sién se darén detalles de esas asociaciones genéticas
con esta enfermedad autoinmune (EA).
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Epidemiologia

La AR afecta aproximadamente al 1% de la pobla-
cion general'. Se han reportado diferencias en la pre-
valencia en los palses industrializados: llega a afectar
al 0.5-2%, con una incidencia de 12-200 casos por
cada 100,000 habitantes. La relacion mujer: hombre
es de 2-3:1 y la edad pico de aparicion, entre los
30 y los 55 afos, aunque puede presentarse a cual-
quier edad"". En México, esta entidad afecta al 1.6%
de la poblacion'?,

Etiologia

La etiologfa de la AR no se conoce completamente,
pero se sabe que, como en todas las enfermedades
multifactoriales, su desarrollo esta fuertemente influen-
ciado por factores genéticos (de baja penetrancia),
ambientales e intrinsecos, como la edad, el género y
el grupo étnico (Fig. 1)'®. Diferentes factores ambien-
tales han sido involucrados en su patogénesis: virus
(Epstein-Barr, parvovirus B19), bacterias (Streptococ-
cus, Mycoplasma, Proteus y E. coli), cigarro, silice y
hormaonas, entre otros''%. Esta bien documentado que
tanto el cigarro como el silice contribuyen fuertemente
al desarrollo de esta EA™.

Por otro lado, entre los principales factores genéti-
cos de riesgo para AR se encuentran diversos alelos
de HLA Il, PTPN22, STAT4, CTLA4, TRAF1, PADI4,
FCRL3, TNFAIP3, TNF-o. y miARN, entre otrog®7 10,

Fisiopatologia

La AR involucra varias cascadas de inflamacién que
conducen a un dafio persistente del tejido sinovial, a
la destruccion del cartilago articular y a la erosion del
hueso'™. Diversas células, como los linfocitos By T y
los macrofagos, desemperian un papel regulador del
sistema inmunolégico innato y adaptativo; también va-
rias citocinas, quimiocinas, receptores de citocinas y
quimiocinas, moléculas de adhesion y adaptadoras,
entre otros, han sido involucrados en la fisiopatologia
de la AR50, Una de las principales citocinas proinfla-
matorias involucradas en la patogénesis de la AR es
el factor de necrosis tumoral o (TNF-a)?'. En un mode-
lo murino se demostro que la sobreexpresion de TNF-a
es suficiente para inducir AR®, Otro estudio mostré
que el TNF-a puede inducir la expresion de otras cito-
cinas proinflamatorias, tales como interleucina 1 (IL-1)
e interleucina 6 (IL-6), las cuales tienen un papel fun-
damental en la gravedad y actividad de la AR. Por otro

lado, se ha demostrado que tanto el TNF-a como la
IL-1B v la IL-6 pueden inducir el desarrollo de AR#24,
El TNF-a. ademas puede inducir la expresion de genes
que codifican para moléculas de adhesion intracelular
y vascular (ICAM y VCAM, respectivamente), importan-
tes en la comunicacion entre células, y metaloprotea-
sas de matriz, fundamentales en la destruccion del
cartilago y la erosion del hueso, ademés de inducir la
sintesis de autoanticuerpos, los cuales son un factor
de gravedad y mal pronéstico en la AR?'"?, Dada la
importancia del TNF-c en la AR, se ha desarrollado un
set de anticuerpos dirigidos contra esta TNF-a (terapia
biolégica)?2'25. Por otro lado, la interleucina proinfla-
matoria 17, producida primariamente por las células
Th17, ha sido involucrada en todos los estados de
desarrollo de la enfermedad; se ha demostrado que
es un factor de riesgo importante que contribuye a la
cronicidad de la AR, ya que induce la produccién de
diversas citocinas inflamatorias en el sinovio de los
pacientes con AR, tiene una funcion sinérgica con
otras citocinas, las cuales danan el tejido sinovial,
promueve la sobrevida de los sinoviocitos y células
inflamatorias, y est4 involucrada en su maduracién;
de esta manera, esta citocina conlleva un incremento
del nimero de sinoviocitos y células inflamatorias, hi-
perplasia y la inflamacién exacerbada observada en
las articulaciones de los pacientes con AR,

Genética en la AR

Estudios realizados en familias y gemelos han mos-
trado la importancia que juegan los genes en la AR.
La prevalencia de esta enfermedad en familiares de
primer grado (dende hay un afectado con AR) es con-
siderablemente mayor que en la poblacién general,
aun cuando la AR no se transmite en las familias con
alta frecuencia®+?®. Aunque la concordancia es relati-
vamente baja en comparacién con otras EA (30%), no
deja de tener una concordancia de aproximadamente
el 12-15%%%, Los estudios de riesgo relativo para
hermanos de individuos afectados (k) comparado con
la poblacion general (individuos no relacionados) es
de 2-10 veces mayor?’. Se ha estimado que la here-
dabilidad en la AR es del 60-70%*2.28.29,

Se han asociado diversos genes que codifican pro-
teinas, asi como ARN no codificantes (especificamen-
te miARN) y que participan en la respuesta inmunolo-
gica innata y adaptativa, en la patogénesis de la AR.
Enire estos genes se encuentran diversos alelos del
HLA de clase |, Il y lll, citocinas, quimiocinas, molé-
culas de adhesién y adaptadoras, metaloproteasas,
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Tabla 1. Genes que han mostrado lacién con pibilidad y pr ion en AR
Gen Localizacion ~ SNP OR Valor de p Referencias
HLA-DRB1  6p21.3 rs6910071 2.88 1.0 x 102 Stahl EA, et al,*
PTPNZ22 1p13.3-13.1 RE20W 1.91 91 x107™ Stahl EA, et al.*
PADI4 1p36 52240340 1.14 7.5% 108 Hou S, et al.": Too CL, et al*; lwamoto T, et al.*®
rs10818488 1.28 1.40 x 108 Kurreeman FA, et al.%’
TRAF1-C5 9¢33-34 rs3761847 1.13 0.001 Plenge RM, et al.®®
Zhang X, et al.*
rs3087243 0.44 1x 108 Stahl EA, et al.®
CTLA4 2g33 15231775 1.16 0.002 Li X, et al.%"; Lee YH, et al 5
STAT4 2q32.2 157574865 1.32 281x107 Remmers EF, et al®
1513426947 115 7.2 %1071 Eyre S, et al®% Gu E, et al®; Zheng J, et al ®;
Liang YL, et al®
52004640 1.14 0.003 Lien C, et al®®
IRF5 7932 1510488631 1.19 1.2x10° Stahl EA, et al.®
rs2004640 1.14 0.003 Jia X, etal®
FCARL3 1921-23 157528684 1.10 0.002 Song GG, et al.™
TNFAIP3 6g32 rs6920220 1.22 1x10° Lee YH, et al.®
rs10489194 1.25 8.7 x10*
TNFo 6p21 —308G/A 1.62 36x10° Song GG, et al®
mif-499 20g11.22 1s3746444 1.62 0.001 LiK, etal ™™
cD28 2q33 151980422 1.11 13x10° Raychaudhuri S, et al."®®
CD40 20q12-g13.2  rs4810485 0.87 8.2x 10% Raychaudhuri S, et al.'
FCGR3A 1923 158V/F 1.25 0.01 Eyre S, et al®
TYK2 19p13.2 rs34536443 0.62 23 x 107 Eyre S, et al®
IRAK 1 Xg28 513397 1.27 1.2x 102 Eyre S, et al®

receptores de citocinas, quimiocinas, receptores de tipo
Fe, integrinas, transductores de senales (cinasas, entre
otros), miR-146ay miR-499, entre ofros, de los cuales se
daran mayores detalles mas adelante (Tabla 1)57-1021.2829,

Genes asociados a AR
HLA de clase Il

El principal factor de riesgo genético asociado a AR
se localiza en la citobanda 6p21. Esta region compren-
de 3.6 Mb y se divide en diversos genes del HLA de
clase I, Il 'y Ill (los genes del HLA de clase Ill no co-
difican moléculas presentadoras de antigenos)?3, Se

ha documentado que el HLA-II contribuye hasta en
una fercera parte de componente genético asociado
con la susceptibilidad a AR. Los estudios recientes
indican que este porcentaje esta sobreestimado. Los
datos indican que el HLA-DRB1 contribuye sélo en un
11%2%30, | os genes de HLA-l y Il son altamente poli-
morficos, codifican para proteinas de superficie celular
heterodiméricas vy tienen como funcion primaria unirse
a péptidos propios o exiranos cortos y presentarlos a
los linfocitos T CD8+ y CD4+, respectivamente®’. En
ambos casos, la unién de los péptidos y su presenta-
cién en la superficie celular por medio del HLA son un
requerimiento indispensable para la formacién del
complejo trimolecular péptido-HLA-receptor de células
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T(TCR), el cual lleva a la activacion de las células T3
En 1978, Stastny P. identifico, a través de un estudio
de gen candidato, que el 78% de los pacientes con
AR fueron positivos al HLA-DRw4 en comparacion con
el 28% de los controles sanos; posteriormente, se iden-
tificaron multiples alelos dentro del HLA-DRBT compar-
tidos en pacientes con AR; a nivel de secuencia de
aminoacidos, tuvo como resultade un epitope comparti-
do®, Esta secuencia de aminoacidos localizada en las
posiciones 70-74 de los aminodcidos QKRAA, QRRAA
o RRRAA de la tercera region hipervariable de la cade-
na DR-f1 se asocia con alto riesgo a AR%. La odds
ratio (OR) para el este epitope es de 4.37%. Por otro
lado, varios GWAS y metaanalisis han identificado y
confirmado, respectivamente, la asociacion de varios
SNP del HLA-DRB1con AR; uno de ellos, el rs6910071A/G
confiere un riesgo de 2.88, y una asociacion genética
de 1 x 10°%° mientras que el rs17878703, localizado en
la posicion 11 de la secuencia peptidica del HLA-DRBH,
muestra una asociacion de p < 1076779334,

PTPN22

El gen PTPN22, localizado en la citobanda 1p13.3-
13.1, representa el segundo loci de susceptibilidad de
mayor importancia que se asocia con la AR (sélo des-
pués del HLA-I)*. EI PTPN22 (conocida también
como proteina LYP), o proteina tirosina fosfatasa no
receptor 22, pertenece a la familia de proteinas tiro-
sinas fosfatasas (PTP), implicadas en la regulacion
negativa de la sefializacion mediada por el TCR33,
Las tirosinas cinasas y las PTP regulan la transduc-
cion de senales de un amplio grupo de procesos fisio-
I6gicos, incluida la respuesta inmunologica®. Las al-
teraciones en las PTP provocan anormalidades
inmunolégicas y diversas enfermedades humanas®7,

Un estudio de gen candidato y un GWAS realizados
en 2004 identificaron un SNP no sinénimo C1858T en el
codon R620W (cambia el aminoAcido arginina por triptd-
fano y se localiza en el exdn 14) de PTPN22 que se
asociaba con diabetes mellitus tipo 1, AR y lupus erite-
matoso sistémico (LES)*. Estudios postericres mostraron
una asaciacion entre este SNP y otras EA¥. La sustitu-
cién de este aminodcido se localiza en el dominio de
poliprolina; se localiza en el dominio de poliprolina (invo-
lucrado en la unién de Pep-Csk) de LYP, como conse-
cuencia, la variante 620W muestra una reducida interac-
cion con Csk?’. Un estudio reciente muestra que el alelo
T del SNP 1858 genera una pérdida de funcion vy lleva
a una expansion de células T de memoria, efectoras,
y a una predisposicion a desarrollar autoinmunidad®.

Multiples estudios en diferentes grupos étnicos han
reportado la asociacion de esta variante con la AR; los
valores de OR van desde 1.3 hasta 2.13. El alelo T se
presenta con mayor frecuencia en pacientes con fac-
tor reumatoide (RF) positivo que en pacientes con RF
negativo. En poblacién europea este alelo presenta
valores de OR de 1.423 y un valor de p = 1.0 x 10%,
y los no europeos tienen una OR de 1.902 y un valor
de p = 2.8 x 10°8¥74%41 Un metaanalisis confirmo ro-
tundamente la asociacion del alelo T con susceptibili-
dad a AR (OR: 1.94; p = 91 x 10743 En la poblacion
mexicana, el alelo T se asocié con susceptibilidad a
AR: OR: 2.83 y p = 0.001; asimismo, se observé que
los pacientes cero positivos para anticuerpos antipép-
tidos ciclicos citrulinados (anti-CCP) tenian un mayor
riesgo para AR: OR: 2.5 y p = 0.008%.

PADI4

El gen PADI4, localizado en la region 1p36 (regidn
previamente ligada a AR), codifica para la enzima pep-
tidil arginina deaminasa 4, que cataliza la conversion
proteica de residuos de arginina a citrulina, generando
proteinas citrulinadas®. Este fenémeno puede causar
la pérdida de tolerancia inmunoldgica y originar la sin-
tesis de anti-CCP. La identificacién de anti-CCP ha ser-
vido para proporcionar un diagndstico y prondstico
certero en la AR, Esta enzima se ha observado
sobreexpresada en el liquido sinovial y el tejido sinovial
de pacientes con AR*. Un estudio de gen candidato
identifico varios SNP (PADI4_89, PADI4_90, PADI4_92
y PADI4_104) de PADI4 involucrados con riesgo de AR.
Ademas, se identificé un haplotipo de PADI4 (se asocid
con susceptibilidad) que afectaba a la estabilidad del
transcrito y se asoci6 con altos niveles de anticuerpos
contra péptidos citrulinados en el suero de individuos
con AR*, El SNP de PADI4 que mostro una fuerte
asociacion con AR en japoneses fue el rs2240340A/G
(p = 0.000008). Otros GWAS o metaanalisis han
identificado y confirmado la asociacién de este gen
con AR en asiaticos, pero no en europeos (OR: 1.14;
p = 0.000075)?8334749, Un estudio en México no mos-
tré asociacion entre este gen y AR, De esta manera,
este gen confiere riesgo a AR, de una manera depen-
diente del grupo étnico, y sélo las poblaciones asiati-
cas muestran una asociacién entre este gen y la AR.

TRAF1-C5

Un estudio de gen candidato realizado en 2007
identifico la region gendmica donde se encuentra
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TRAF1 (factor asociado 1 al receptor del factor de
necrosis tumoral)-C5 (componente del complemento 5)
asociado con AR®'. TRAFT codifica una proteina intra-
celular que media la transduccion de sefal del TNF-a
y gue esta involucrada en la proliferacién y activacion
de células T5'%2. C5 es un miembro clave de la via del
complemento; algunos estudios han mostrado que la
inflamacién sostenida se correlaciona con niveles au-
mentados de C5 en el fluido sinovial de los pacientes
con AR®152,

El primer SNP de la regién donde se localiza
TRAF1-C5 en asociacion con AR fue el rs10818488G/A.
El estudio mostré que el alelo A conferia susceptibili-
dad y se asociaba con la gravedad de la enfermedad
(OR: 1.28; p = 1.40 x 10°%), El alelo A crea un sitio de
unién para EP300, una proteina que regula la trans-
cripcion a través de la remodelacion de la cromatina®’.
Posteriormente, un GWAS identificé otros SNP locali-
zados en esta region que se asociaban con la AR. El
SNP principalmente asociado con la AR fue el
rs3761847A/G (p = 1 x 107'%)%2, La asociacion de va-
rios polimorfismos de esta regién con la AR ha sido
inmensamente replicada en las poblaciones europeas,
asiaticas, norteamericanas y africanas. Un metaanali-
sis reciente, que incluye datos de asiaticos, caucasi-
cos, africanos y suramericanos, ha arrojade una OR
de 1.13 y un valor de p < 0.001%,

CTLA4

Otro gen que ha mostrado asociacién con AR es
CTL4; este locus se localiza en la region 2g33 y codi-
fica para el antigeno 4 del linfocite T citotéxico. La
funcion de la proteina CTLA4 es regular negativamen-
te la activacion de células T mediante dos mecanis-
mos: la sefializacion negativa y el antagonismo com-
petitivo de la via de la coestimulacion mediada por
CD28/B7; incluso se ha desarrollado una terapia an-
ti-CTLA4 cuyo objetivo es unirse a la B7 (molécula
coestimuladora) y evitar la sefial de activacion de las
células T°5.

Mediante estudios de gen candidato y posteriormen-
te GWAS, se identificaron diferentes SNP asociados
con la AR, principalmente en caucésicos®%. Un me-
taanalisis de GWAS identificé rotundamente la asocia-
cién del SNP rs3087243 (CT60) de CTLA4 con la AR
(OR: 0.44; p = 1 x 10%)*, Otro SNP de CTLA4 que ha
sido analizado constantemente en diferentes poblacio-
nes es el 49A/G (rs231775). Los datos indican que el
SNP 49A/G se asocia con riesgo de AR en asidticos
(OR: 1.16; p = 0.002), pero no en europeos® . Dos

estudios realizados en pacientes con AR del Occiden-
te de México identificaron gue el alelo A del SNP
+49A/G confiere riesgo de desarrollar AR (OR: 1.45;
p = 0.01), mientras que el SNP CT60 se ha asociado
con proteccion (OR: 0.61; p = 0.024):80,

STAT4

STAT4, localizado en la citobanda genética 2g32.2,
codifica para el factor de transcripcion denominado
transductor de sefiales y activador de la transcripcién
4, el cual transmite sefales inducidas por varias cito-
cinas, incluidas la interleucina 12, la interleucina 23 y
el interferén 1, STAT4 esta implicado en la diferencia-
cién vy proliferacion de células Th1y Th7, cruciales en
el desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas
y autoinmunes®’. Un estudio de gen candidato identi-
fico cuatro SNP (todos con un alto desequilibrio de
ligamiento) localizados en el intrén 3 de STAT4 que se
asociaban con AR y LES®'. El SNP gue mostré mayor
evidencia de asociacion con AR fue el rs7574865G/T
(OR: 1.32; p = 2.81 x 107)¢". Este y otros SNP (por
ejemplo, el SNP rs134269947A/G confiere un OR de
1.15, p=7.2X10-10) de STAT4 se han asociado con
AR, LES, esclerosis sistémica y sindrome de Sjdgren;
y, mediante GWAS y metaandlisis, se ha confirmado
su asociacion con la AR en diversas poblaciones®6,
Un metaanalisis realizado en 2013 identificd que el
SNP rs7574865G/T se asociaba con AR en latinoame-
ricanos (OR: 1.36; p = 0.008)%.

IRF5

Este gen, localizado en la citobanda gendmica 7932,
codifica para el factor regulador del interferén 5 (IRF-
5), el cual pertenece a la familia de factores de regu-
lacion de interferon. Entre sus funciones se encuentran
regular el ciclo celular, la apoptosis vy la respuesta
inmunclégica e inflamatoria mediante la induccién de
diferentes citocinas proinflamatorias, que son funda-
mentales en la fisiopatologia de la AR,

IRF5 contiene varios polimorfismos; algunos de
ellos son el rs2004640T/G, el rs729302A/C vy el
rs752637A/G (todos son funcionales). Varios de ellos
han sido identificados y asociados, mediante estudios
de gen candidato o GWAS, con AR y otras EA, princi-
palmente LES y EM?7077,

El genotipo G/G del SNP rs2004640T/G se correla-
clona con una isoforma de IRF-5 que incluye los exo-
nes 1Ay 1C, mientras que los que llevan el alelo T se
carrelacionan con un transcrito que lleva los exones
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1A, 1B y 1C; los transcritos constitutivos son los que
llevan los exones 1A y 1B, y se expresan en las célu-
las dendriticas plasmacitoides y las células B, mientras
que los transcritos que llevan el exén 1C son induci-
bles por el interferon de tipe 1. Se ha propuesto que
las anormalidades en los transcritos de /RF5 debido a
estas variantes pueden conferir riesgo de desarrollar
AR’ Este SNP se ha analizado mediante un metaa-
nélisis cuyos resultados muestran a esta variante con
riesgo de AR (OR: 1.14; p = 0.003)"°. Un segundo
metaandlisis en AR, donde se evaluaron los SNP rs-
2004640T/G, rs729302A/C y rs752637A/G de IRFS5,
mostré una asociacién con susceptibilidad de cada
uno de ellos en diferentes grupos étnicos, especial-
mente en europeos y asidticos®. Otro SNP de IRF5
identificado a través de un metaanalisis de GWAS
reporté una asociacion entre el rs10488631T/C y la AR
(OR: 1.19; p = 1.2 x 10°6)*.

FCRL3

FCRL3 esta localizado en la citobanda genomica
1g21-23 y codifica para la proteina 3 parecida al re-
ceptor y de la fraccién cristalizable de inmunoglobu-
linas; su funcion es regular la activacion de las células
B a fravés de dos motivos: la activacion o la inhibicién
basada en tirosinas™. Kochi, et al., en 2005, realizaron
un mapeo fino de la regién 1g21-23, por medio de
marcadores genéticos de tipo SNP, en pacientes ja-
poneses con AR, LES y tiroiditis autoinmune. Los re-
sultados mostraron que el SNP -169T/C (rs7528684)
se asociaba con susceptibilidad a desarrollar estas
tres EA; en AR mostré una OR de 2.15 y un valor de
p = 0.000000857. A pesar del resultado robusto de
la asociacion genética en esta poblacién, otras pobla-
ciones no replicaron la asociacion entre este SNP
funcional que altera la afinidad de union al factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) y se asocia
con mayores niveles de expresién de FCRL3 y AR,
excepto las poblaciones asiaticas. Dos metaanalisis
recientemente publicados muestran que el SNP
-169T/C se asocia de manera especifica en las po-
blaciones asiaticas (OR: 1.101; p = 0.002)"*7, Un
estudio publicado en 2013, en nuestra poblacion,
mostré que el alelo C del SNP -169T/C se asociaba
con la proteccion a desarrollar artritis reumatoide ju-
venil (ARJ), y tal asociacion fue dependiente del gé-
nero (en varones, OR: 0.57; p = 0.003). Es necesario
evaluar el papel del alelo C del SNP -169T/C de FCAL3
en nuestra poblacion, para determinar si esta asociado
con AR, ya sea con susceptibilidad o proteccion.

TNFAIP3

El gen TNFAIP3, que se encuentra localizado en el
brazo corto del cromosoma 6, en la banda citogenética
023, codifica para la proteina 3 inducida por el TNF-a.
(TNFAIP3, también conocida como A20); y su funcién
es regular negativamente la sefalizacion de NF-kp en
respuesta a multiples estimulos, e inhibe la inflamacion
y apoptosis inducida por TNF-a”". Un estudio mostré
la expresion de TNFAIP3 en la membrana sinovial de
humanos y en varios tipos celulares que desempefian
papeles importantes en la fisiopatologia de la AR,
como los sinoviocitos, los linfocitos v los fibrablastes’™.

Diversos estudios genéticos han identificado que el gen
TNFAIP3 se asocia con AR y otras EA™#, Un metaana-
lisis realizado en pacientes con AR muestra que el SNP
rs6920220A/G se asocia con susceptibilidad (OR: 1.22;
p =1x107). Los datos en poblacion europea muestran
a este mismo SNP asociado con susceptibilidad (OR:
1.23; p = 1 x 10°%). Este mismo metaandlisis muestra que
el SNP rs10499194C/T se asocia con AR, especifica-
mente en poblacion asiatica (OR: 1.25; p = 6.7 x 10°)%,

TNF-o

El TNF-a es probablemente la citocina multifuncional
més importante en la AR?', Esta proteina es producida
por el gen TNF-w, el cual se localiza en la banda cito-
genética 6p21, region ligada a diversas EA®'. Esta
citocina regula diversos efectos biolégicos, entre los
que se incluyen los siguientes: expresion de diversos
genes, como IL-1, IL-6, metaloproteasas y moléculas de
adhesion, proliferacion, regulacion de la apoptosis, ac-
tivacién celular e induccién de anticuerpos, que se aso-
cian con la inflamacién, la destruccion del cartilago y la
erosion del hueso de los individuos con AR?'. Los pa-
cientes con AR presentan niveles elevados de esta ci-
tocina en las células mononucleares, el liquido sinovial,
la membrana sinovial, el plasma y el suero, entre otros
fluidos, cuando se comparan con individuos sanos®',

Los estudios de gen candidato han identificado que
hay variantes genéticas localizadas en la region pro-
motora de este gen que se asocian con la susceptibi-
lidad, la gravedad vy la respuesta al tratamiento en
pacientes con AR, como el SNP funcional -308G/A?12,
En nuestra poblacion este SNP no se ha asociado con
la susceptibilidad a AR, pero si con la gravedad®. Por
otro lado, esta variante se asocia con la susceptibili-
dad a ARJ; la estratificacion por género mostré en
mujeres una OR mayor a 4 y un valor de p = 0.0002%,
Un metaandlisis publicado este afic mostré que el
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alelo A del rSNP -308G/A de TNF-w no se asocia con
la susceptibilidad en europeos y asiaticos, pero si en
latinoamericanos (OR: 1.62; p = 3.6 x 10%)%.

miARN

Actualmente, los microARN (miARN) han sido blanco
de estudio en diversas enfermedades, como diferentes
tipos de canceres, enfermedades cardiovasculares y
EA, incluida la AR®%2, Los miARN se producen del
ADN, como ARN no codificantes largos, y se denomi-
nan primarios (pri-miARN); posteriormente, diversas
ARNsas en el nucleo producen miARN precursores de
aproximadamente 70 nucledtidos, y, finalmente, otras
ARNsas localizadas en el citoplasma producen las
formas maduras de los miARN, de 18-22 nucledtidos
de longitud, entre cuyas funciones principales se en-
cuentra regular la represion de la traduccion y la de-
gradacion de diversos miARN; de esta manera, los
miARN regulan importantemente procesos inflamato-
rios, apoptdticas, de activacién del sistema inmunolé-
gico y otros eventos bioldgicos® 3, Se han reportado
alteraciones de tipo SNP en estos genes; dichas va-
riantes pueden afectar a su estructura y al procesa-
miento de pri-miARN a miARN, alterando, en Ultima
instancia, la unién con sus miARN blanco y su funcién
biolégica®-%. Algunos SNP localizados en miR-146ay
miR-499 se han asociado con AR en diferentes pobla-
ciones® . Dos metaanalisis evaluaron la importancia
de dos SNP en los miR-146a (rs2910164G/C) y miR-
499 (rs3746444GfA) en AR. El primer metaandlisis re-
porté que el SNP rs2910164G/C no mostrd asociacion
con AR, mientras que el SNP rs3746444G/A del miR-
499 se asocit con susceptibilidad (G vs. A; OR: 1.62;
p = 001). El segundo metaanalisis mostro una asocia-
cion entre €l SNP rs3746444G/A de miR-499y la AR,
sobre todo en poblaciones asiaticas'®'®". Un estudio
realizado en poblacién mexicana con ARJ reportd que
el SNP rs2910164G/C del miR-146a no se no se asocio
con esta enfermedad, pero si con asma pediatrico. Es
necesario evaluar esta variante genética en pacientes
con AR de nuestra poblacion para determinar si es un
factor de susceptibilidad importante en la patogénesis
de esta EA'%?,

Otros genes que han mostrado asociacion
genética con AR

Otros GWAS han identificado la asociacién de dife-
rentes loci que regulan el sistema inmunolégico innato
y adaptativo con AR, pero aun no hay muchos estudios

que evaltien la asociacion y la repliquen en ofras po-
blaciones. Entre estos genes se incluyen los siguien-
tes: CD28 (rs1980422C/T; OR: 1.11; p = 1.3 x 10°9)'%,
CDA40 (rs4810485G(T; OR: 0.87;, p = 8.2 x 109",
FCGR3A (el SNP funcional del codén 158V/F, valina
por fenilalanina; OR: 1.25; p = 0.01)'%, TYK2 (rs-
34536443C/G; OR: 0.62; p = 2.3 x 107 e IRAK1
(rs13397A/G; OR: 1.27; p = 1.2 x 103, entre otros®.

Conclusiones

El desarrollo de la AR estd fuertemente influenciado
por multiples factores ambientales y genéticos de riesgo.
Los avances en genélica y genomica de la Ultima déca-
da han sido impresionantes; los estudics de gen candi-
dato o GWAS han ayudado a identificar diversos loci de
susceptibilldad implicados en la patogénesis de esta EA.
Diversas variantes genéticas, principalmente de tipo
SNP, localizadas en diferentes genes que producen pro-
teinas o ARN no codificantes y que regulan el sistema
inmunoldgico innato y adaptativo, se han asociade con
la susceptibilidad de la AR, Entre los genes identificados
que causan susceptibilidad a AR se encuentran el HLA
de clase Il, PTPN22, STAT4, PADI4, FCRL3, TNFAIP3,
CTLA4, TRAF1-C5, TNF-. y miARN, entre otros. Por otro
lado, los estudios genéticos/gendmicos nos han ayudado
a comprender mejor la distribucion de ciertos alelos,
genotipos y haplotipos, y como éstos se asocian con la
susceptibilidad y/o proteccion a AR en diversas pobla-
ciones. Finalmente, los estudios funcionales en genes
que producen protefnas y ARN no codificantes vy que
regulan la respuesta inmunoclégica innata y adaptativa
nos han ayudado a comprender mejor el efecto de di-
chos alelos de diversos SNP en la expresién génica, la
traduccién, el splicing altemnativo vy la estabilidad y de-
gradacion de los miARN o la unién de éstos con sus
blancos. Es importante evaluar la distribucion alélica y
genotipica de los diferentes SNP en los genes que aun
no han sido analizados en nuestra poblacién, para
determinar su papel en la susceptibilidad de la AR.
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