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Factores moleculares de riesgo en PAD2 (PADI2) y PAD4 (PADI4) asociados 

al desarrollo de neumopatía intersticial difusa (NID) en pacientes con artritis 

reumatoide (AR). 
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Resumen 

Aproximadamente el 80% de individuos con neumopatía intersticial difusa (NID) 

presenta una enfermedad de origen autoinmune, como la artritis reumatoide (AR), 

en estas enfermedades se han detectado autoanticuerpos específicos, originados 

por modificaciones como la citrulinación, la cual es catalizada por las peptidil 

arginina deiminasas. Hipótesis: polimorfismos en PADI2 y PADI4 están asociados 

al desarrollo de NID en pacientes con AR, y alteración en niveles de PAD2 y PAD4. 

Material y métodos: Se incluyeron 127 individuos con AR-NID, 160 AR y 620 

individuos clínicamente sanos (CS), se realizó discriminación alélica mediante 

qPCR de los polimorfismos rs2235926, rs2057094, rs2076615, rs1005753, en 

PADI2 y rs11203366, rs11203367, rs874881, rs1748033 en PADI4. Se determinó 

PAD2 y 4 en suero y LBA. Análisis estadístico: prueba exacta de Fisher, U de Mann 

Whitney, Kruskal Wallis, con corrección por Bonferroni y r de Pearson. Resultados: 

Se obtuvieron diferencias en PADI2: rs1005753 genotipo GT OR=2.07 (p=0.0025). 

PADI4: rs11203366-AA OR=3.08 (p=0.0041), rs874881-GG OR=2.53 (p=0.0032). 

PAD4 se encuentra incrementada en AR-NID (p<0.001), con el rs11203366-GG, 

rs11203367-AA, rs1748033-TT y rs874881-CC (p<0.01). Adicionalmente, la 

proteína PAD2 se encuentra disminuida en individuos del rs1005753-GT (p=0.035). 

Conclusión: polimorfismos en PADI4 se encuentran asociados con susceptibilidad 

a NID en pacientes con AR, así como con incremento en los niveles de PAD4, en 

PADI2 los resultados obtenidos no sugieren cambios en los niveles de las proteínas 

respecto a los polimorfismos analizados. Palabras clave: neumopatía intersticial 

difusa, artritis reumatoide, PAD, PADI2, PADI4. 
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Abstract 

About 80.2% of individuals with diffuse interstitial lung disease present a disease of 

autoimmune origin, in these diseases have detected specific autoantibodies, caused 

by citrullination, which is catalyzed by peptidyl arginine deiminases. These proteins 

have been found increased in smokers and associated with protein levels and 

polymorphisms in the genes that encode them. Hypothesis: polymorphisms in PADI2 

and PADI4 are associated with the development of NID in patients with RA, and 

alteration in levels of proteins PAD2 and 4. Material and methods: including 127 

individuals AR-NID, 160 AR and 620 CS, allelic discrimination was performed by 

qPCR of: rs2235926, rs2057094, rs2076615, rs1005753, rs11203366, rs11203367, 

rs874881, rs1748033. PAD2 and 4 were determined in serum and BAL of a 

subgroup of individuals. Statistical analysis: Fisher's exact test, Mann Whitney's U, 

Kruskal Wallis, with Bonferroni's correction and Pearson's r. Results: Differences 

were obtained in PADI2: rs1005753 genotype GT OR=2.07 (p=0.0025). PADI4: 

rs11203366-AA OR=3.08 (p=0.0041), rs874881-GG OR=2.53 (p=0.0032). PAD4 is 

increased in AR-NID (p<0.001), with rs11203366-GG, rs11203367-AA, rs1748033-

TT and rs874881-CC (p<0.01). PAD2 is decreased in individuals of rs1005753-GT 

(p=0.035). Conclusion: polymorphisms in PADI4 are associated with NID 

susceptibility in patients with RA, as well as with increased levels of PAD4, in PADI2, 

results, no changes in levels, proteins, polymorphisms analyzed. Key words: 

interstitial lung disease, rheumatoid arthritis, PAD, PADI2, PADI4. 

  



12 
 

1) Introducción 

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria sistémica, autoinmune y 

progresiva; aproximadamente 50% de los pacientes desarrollan alguna 

manifestación extraarticular, siendo el pulmón un sitio frecuente de afectación, la 

cual ocurre hasta en 67% de los pacientes con AR, aunque solo el 10% que 

desarrolla una neumopatía intersticial difusa (NID) es diagnosticado clínicamente. 

Se han detectado autoanticuerpos específicos como anticuerpos antipéptidos 

citrulinados (ACPA), la citrulinación es una modificación postraduccional catalizada 

por enzimas peptidil arginina deiminasas (PAD), las cuales pueden modificar la 

estructura de proteínas, aumentando el reconocimiento por ACPA, se han 

encontrado proteínas citrulinadas incrementadas en lavado broncoalveolar de 

fumadores en comparación con no fumadores, esto asociado con los niveles de 

PAD2 y PAD4 que también se han descrito presentes en mucosa bronquial y 

biopsias de fumadores. 

La citrulinación de proteínas se lleva a cabo por una gran familia de enzimas 

denominadas peptidil arginina deiminasas (PAD), las cuales realizan esta 

modificación en diversas proteínas, teniendo funciones específicas en mecanismos 

tanto fisiológicos como patológicos, desde la diferenciación de queratinocitos hasta 

la participación en vías de señalización y/o regulación de estrógenos, entre otros. 

Por otro lado, la generación de anticuerpos contra diferentes blancos, teniendo 

como principales blancos la filagrina, vimentina y colágeno, los cuales al ser 
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citrulinados desarrollan una respuesta inmunológica que desencadena un proceso 

inflamatorio permanente, comunes en enfermedades autoinmunes y crónicas.  

También se han observado cambios a nivel génico en los genes que codifican para 

dichas proteínas (PADI1 - PADI4 y PADI6) en donde variantes, específicamente tipo 

SNP, tienen un rol importante en el plegamiento, actividad, función y vida media de 

las PAD. 

Explorar las vías por las cuales se generan mecanismos patológicos relacionados 

a las PAD conducirá a elucidar nuevos blancos terapéuticos, desarrollo de fármacos 

preventivos, medidas diagnosticas menos costosas, específicas y sensibles. 
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2) Marco teórico 

Neumopatía intersticial difusa (NID) 

La neumopatía intersticial difusa (NID) agrupa un gran número de padecimientos 

respiratorios subagudos y crónicos que se caracterizan por comprometer al 

parénquima pulmonar, afectando primordialmente al intersticio y a los espacios 

alveolares. 1–4 

Dentro de la clasificación de las NID se encuentran las primarias como la fibrosis 

pulmonar idiopática y secundarias: a agentes agresores (de riesgo) conocidos, o 

enfermedades de etiología desconocida como son las enfermedades colágeno-

vasculares entre las cuales se encuentra la artritis reumatoide, lupus eritematoso 

sistémico, esclerosis múltiple, entre otras. 

Se ha considerado que estas NID afectan durante la inflamación y en el proceso de 

fibrosis al intersticio del parénquima pulmonar. 1–5 La lesión pulmonar de la 

enfermedad vascular del colágeno puede afectar distintas partes del pulmón, tales 

como la pleura, alveolos, el intersticio, vasos, tejido linfático y las vías respiratorias 

grandes y pequeñas. 6 

Se ha reportado que cerca del 3% de enfermedades pulmonares intersticiales son 

de causa como la asbestosis, o exposiciones crónicas, las cuales no se pueden 

clasificar dentro de los grupos que ya se han descrito. 7 

El diagnóstico de las enfermedades pulmonares intersticiales es en mayor parte 

realizado mediante características de imagen (radiográficas y tomográficas) a partir 
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del cual se obtienen “patrones”, otra prueba que se realiza a los pacientes con 

sospecha de enfermedad pulmonar intersticial es biopsia pulmonar, procedimiento 

considerado como invasivo para los individuos, y desfavorable en individuos de 

edad avanzada debido al aumento en el riesgo a comorbilidades. Así como pruebas 

serológicas en enfermedades que son de fondo autoinmune relacionadas con 

enfermedades colágeno-vasculares. 7 

En el caso de la neumopatía intersticial no especifica (NINE) se realiza 

determinación de anticuerpos en suero, así como marcadores de inflamación 

sistémica (proteína C reactiva, velocidad de sedimentación globular), anticuerpos 

antinucleares y factor reumatoide, entre otros autoanticuerpos y marcadores 

séricos. 8 

Por otro lado, la prueba de caminata de 6 minutos (C6M) se realiza para medir el 

grado de hipoxemia, se evalúa el efecto de la edad, así como la severidad de las 

enfermedades, sin embargo, en distintos estudios no se han observado diferencias 

posteriores a un seguimiento en individuos (seguimiento a 1 año), la cual se ha 

demostrado útil para evaluar evolución y pronóstico de las enfermedades 

pulmonares intersticiales. 7,8 

Las enfermedades pulmonares intersticiales más frecuentes son: la fibrosis 

pulmonar idiopática, sarcoidosis, neumonía organizada criptogénica, y las 

asociadas a enfermedades del colágeno, así como la neumonitis por 

hipersensibilidad. 
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Se reporta que la edad de diagnóstico en las neumopatías intersticiales asociadas 

a enfermedades del colágeno es de los 20 a los 40 años, de las cuales son más 

frecuentes en mujeres la neumonía intersticial descamativa y la bronquiolitis 

asociada a enfermedad pulmonar.8 

Las principales manifestaciones clínicas presentes en los individuos son la disnea 

al esfuerzo y tos, sin embargo, hay individuos que se han reportado como 

asintomáticos, otros síntomas presentes en los individuos con NID se asocian con 

las manifestaciones extrapulmonares. 

Se ha reportado que pacientes con neumonía intersticial asociada con 

enfermedades colágeno-vasculares tienen un mejor pronóstico que los individuos 

con neumonía intersticial idiopática. 9–11 
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Artritis Reumatoide 

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crónica caracterizada 

por inflamación simétrica de las articulaciones sinoviales periféricas, progresiva y 

de causa desconocida.12 En un estudio epidemiológico en México se reportó una 

prevalencia de AR del 1.6%.13 

Se han descrito distintos factores de riesgo: 

• Genéticos: HLA-DRB114,15, PTPN2216, TRAF1, TNF, PADI4. 17 

• Ambientales: tabaquismo18, microbioma pulmonar19,20, periodontitis21,22, 

entre otros. 

• Sexo femenino: se ha descrito el rol de los estrógenos en el desarrollo de 

distintas enfermedades.23,24 

En fluido sinovial y suero de pacientes con AR se ha encontrado alta concentración 

de autoanticuerpos25–27 contra diferentes blancos biológicos, por ejemplo, colágeno 

tipo II, vimentina, filagrina, proteínas de choque térmico, entre otras; además de 

autoanticuerpos altamente específicos, como anticuerpos antipéptidos citrulinados 

(ACPA). 25, 28–30 

Estos últimos tienen una sensibilidad >80% y especificidad del 98% en pacientes 

con AR. Además se presentan en etapas tempranas de la enfermedad, facilitando 

su diagnóstico, 28 ya que reconocen epítopes que contienen peptidil citrulina. 



18 
 

A pesar de que los procesos inflamatorios son muy frecuentes en la vida diaria, sólo 

una pequeña proporción de la población desarrolla ACPA, que son altamente 

específicos de la AR y se relacionan con la patogenia de la artritis reumatoide.13 

Las enzimas peptidil arginina deiminasas tienen una alta especificidad debida a su 

actividad catalítica en la conversión de arginina a citrulina, la cual puede promover 

la generación de epítopes específicos a los ACPA.34 La citrulinación puede modificar 

la estructura de las proteínas, aumentando el reconocimiento por autoanticuerpos 

humanos.35 

Se ha descrito la participación de los anticuerpos en la actividad de la AR, en donde 

cerca de 53% de pacientes con anticuerpos anti-PAD3/4 tienen un índice bajo de 

actividad de la enfermedad (CDAI: clinical disease activity index) en el tiempo de la 

examinación clínica, estos en comparación de los individuos con anticuerpos 

negativos, adicionalmente, individuos con anti-CCP positivos tienen una media de 

duración de la enfermedad de 9.5 años más que los anti-CCP negativos. Y la 

presencia de uno o más alelos del SE HLA-DRB1 se ve relacionado con anticuerpos 

anti-PAD4 positivos.36 
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Tabaquismo como factor de riesgo 

El tabaquismo juega un papel importante en el desarrollo de distintas enfermedades, 

es uno de los principales factores de riesgo ambiental que predispone a artritis 

reumatoide y enfermedades pulmonares (entre otras enfermedades). 

La citrulinación causada por el humo de tabaco es considerada como un mecanismo 

por el cual se inducen o desarrollan enfermedades autoinmunes o inflamatorias, 

este efecto conlleva a la relación de la presencia de la citrulinación de proteínas 

reflejada en los niveles de ACPA en sangre, 18,37 los cuales se han encontrado 

incrementados en grupos de fumadores, en comparación con no fumadores.37 

Se ha observado que existe correlación entre la presencia del alelo HLA-

DRB1*04:01 con ACPA en individuos fumadores que tienen AR. El riesgo relativo 

de desarrollar AR y la presencia de ACPA positivos es 20 veces mayor para los 

pacientes fumadores con el alelo HLA-DRB1*04:01 en comparación con los 

individuos no fumadores sin el alelo, lo que nos indica el impacto del tabaquismo 

adicional a la genética en la población en general. 33,32 

En población japonesa se reportó un incremento en el riesgo de desarrollar AR en 

hombres que fumaban con el alelo T del rs11203367 con un OR=1.61 (p=0.0003) y 

con el rs1748033-T OR=1.46 (p=0.005).38 
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Peptidil arginina deiminasas (PAD) 

Las modificaciones postraduccionales (MPT) son procesos críticos en la biología 

celular, incluyen la expresión génica, actividad enzimática, y la estabilidad de las 

proteínas. Entre estas MPT se encuentran la fosforilación, acetilación, metilación y 

citrulinación, esta última se encuentra catalizada por una familia de enzimas 

dependientes de calcio (Ca2+), llamadas peptidil arginina deiminasas (PAD; EC 

3.5.3.15). 39,40 

Las PAD regulan un gran número de actividades en procesos celulares 

fundamentales, en los mamíferos se han descrito 5 isoenzimas específicamente en 

humanos: PAD1-4 y PAD6, cada una con una distribución característica en tejidos 

y órganos,39,28 las cuales tienen de 70-95% de identidad en su secuencia de 

aminoácidos.31 

La citrulinación de proteínas por las enzimas PAD se lleva a cabo mediante la 

hidrólisis del enlace guanidinio en la peptidil arginina, dando como resultado una 

peptidil citrulina y amonio, con un largo grupo de modificaciones guanidinio, estas 

enzimas dan como resultado a una gran familia, denominadas amidinotransferasas 

(se muestra el mecanismo en la figura 1).35 

 

Figura 1: Mecanismo de reacción catalizado por las enzimas PAD. 
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La neutralización de la carga positiva del grupo guanidinio se encuentra 

reemplazado por urea neutral, disminuyendo el pKa de la cisteína nucleofílica en 

PAD2, en comparación con el mecanismo de protonación reversa de las PAD1, 3 y 

4, estas diferencias son las que hacen que las isoenzimas desarrollen inhibidores 

específicos.39 

A nivel proteico, la reacción provoca reducción en la masa molecular de 

aproximadamente 1.0 Da por cada arginina modificada, perdiendo su carga positiva; 

31,41 el punto isoeléctrico proporcionado por el enlace al hidrógeno, el cual le 

proporciona la habilidad de interactuar con otras proteínas.40,42,43 

La carga neta negativa se cree que es el instrumento de reconocimiento de la carga 

positiva del sustrato de los residuos de arginina, así como la unión de iones 

esenciales de calcio. 42 

Como se mencionó anteriormente, la función biológica que llevan a cabo en el ser 

humano depende del sitio en donde se expresan, así como de su sustrato. Algunas 

de las funciones que llevan a cabo las isoenzimas PAD y su distribución en tejidos 

y órganos humanos son: la citrulinación de queratina, una de las funciones mejor 

descritas, esencial en el proceso de cornificación en la epidermis, en este interviene 

la isoenzima PAD1.44 

En el sistema nervioso central la presencia de PAD2 interviene en la señalización 

de astrocitos; PAD3 interviene en la disminución de habilidad regenerativa, mientras 

que PAD4 presente en el núcleo celular, interviene en procesos como la citrulinación 
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de histonas, mediando su descondensación, en la regulación génica y formación de 

trampas extracelulares de neutrófilos.45–47 

Finalmente, PAD6 participa en el crecimiento y formación de oocitos, en la 

regulación de la posición y el movimiento de factores críticos como los 

microtúbulos.48 

Localización y estructura génica de las PAD 

Los genes que codifican a las enzimas PAD se encuentran localizados en el brazo 

corto del cromosoma 1, en la región p35-36 con aproximadamente 355Kb. 29,49 

Como se muestra en la figura 2 cada isoenzima tiene una longitud génica diferente. 

 

Figura 2: Localización de los genes de las isoformas de las PAD 

 

Existen descritas variantes genéticas de los genes PAD, tanto en las regiones 

codificantes (exones) como en no codificantes (intrones), entre otras, dentro de las 
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cuales se encuentran polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), inserciones, 

deleciones, etc.46,50,51  

De acuerdo con la base de datos Ensembl, existen diferentes polimorfismos de tipo 

SNP dentro de los genes PADI que codifican a las isoenzimas PAD, en donde se 

observa que aproximadamente el 90% de las variantes presentes en los genes son 

tipo SNP y entre ellos más del 55% son SNP reguladores/ estructurales (rSNP/ 

srSNP, por sus siglas en inglés), y solo del 3-8% son SNP codificantes (cSNP). 

Estas variantes independientemente de la localización pueden dar un cambio en la 

proteína, modificando su función, estructura, carga o afinidad por los sustratos. 

Dentro de los SNP se encuentran los polimorfismos reguladores (rSNP, presentes 

en región promotora), estructurales (srSNP, mRNA primarios y secundarios, 

regiones 3’UTR y 5’UTR, entre otras) y codificantes (cSNP, se encuentran en 

exones, se dividen en sinónimos y no sinónimos).52 

Más del 88% son polimorfismos en genes PADI1-4 y PADI6 son tipo SNP, de los 

cuales cerca del 50% se encuentran en regiones intrónicas, y menos del 5% se 

encuentran localizados en regiones codificantes, a excepción de PADI3 la cual tiene 

cerca del 8% de variantes tipo cSNP. 

En diferentes poblaciones se han llevado a cabo estudios de asociación en los 

genes PADI relacionados con la AR, estos estudios se han realizado mayormente 

en población asiática, sin embargo, las asociaciones a susceptibilidad a AR en 

genes PADI están descritos en diferentes poblaciones.  
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Participación de las PAD en patología 

La citrulinación causa cambios en la estructura y/o función de sus blancos biológicos 

(modificación irreversible), tales como la pérdida de la carga positiva, cambios 

conformacionales, alteraciones en la afinidad a proteasas o proteínas de 

interacción, entre otras. 48 La conversión de arginina en citrulina es capaz de activar 

la respuesta inmune, dicha conversión da como resultado un cambio en la carga de 

los aminoácidos. 

En los procesos inflamatorios, cuando las células mueren por necrosis, se rompe la 

membrana celular y se liberan las PAD al espacio extracelular, donde existen 

elevadas concentraciones de Ca2+ que activan las PAD y entonces son capaces de 

citrulinar a diferentes proteínas. 31 

El estudio de la citrulinación de proteínas ha adquirido gran interés debido a su 

participación en procesos tanto fisiológicos como patológicos; en los procesos 

patológicos las proteínas citrulinadas se han relacionado con el progreso de 

enfermedades crónicas o autoinmunes, tales como la artritis reumatoide (AR), 

esclerosis múltiple (EM), Alzheimer, diferentes tipos de cáncer, entre otras. 28,39, 43  

Se ha reportado que la citrulinación se lleva a cabo tanto en condiciones extremas 

como la apoptosis, y en condiciones fisiológicas como la diferenciación de la 

epidermis. 49 

La mayoría de las PAD se encuentra en el citosol, pero son inactivas debido a la 

baja concentración de Ca+2. 31 Durante la muerte celular programada la 
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concentración intracelular de Ca2+ es alta, dando como resultado la máxima 

actividad de las PAD, lo que hace que la citrulinación sea inespecífica, reduciendo 

las cargas positivas y la estabilidad del nucleosoma.47 

Los sustratos mejor descritos de las PAD son: estradiol, queratina, filagrina, 

vimentina, proteína básica de mielina, fibrinógeno, quimiocinas, histonas, entre 

otros.41,53 

La producción de nuevos epítopos citrulinados en el espacio extracelular hace que 

sean accesibles al sistema inmunológico, y de esta manera se puede iniciar una 

respuesta, modificando tanto la función como la vida media de las proteínas 

citrulinadas. 54 

La regulación de las PAD a nivel proteína se ha descrito de la siguiente manera: el 

ion Ca2+ es uno de los reguladores de la actividad más importantes. La 

concentración de Ca2+ a nivel intracelular es mínima, dando como resultado que 

PAD4 sea inactiva, el flujo de Ca2+ (derivado de la apoptosis, estrés oxidativo) altera 

la concentración intracelular, provocando que la enzima se vuelva activa.55,44 

Además de la regulación de la actividad de las PAD por medio del pH de cada 

isoenzima. 56,57 
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Citrulinación de proteínas en pacientes con neumopatía intersticial difusa y 

artritis reumatoide  

Se han propuesto diferentes mecanismos que explican el desarrollo de 

autoanticuerpos y la respuesta a antígenos, uno de ellos es el propuesto por Paulin 

y colaboradores, en donde proponen dos vías en relación con los patrones 

encontrados, en la primera vía, una respuesta inmune contra péptidos citrulinados 

tiene lugar en las articulaciones, se desplaza posteriormente a los pulmones, lo que 

resulta en la inflamación pulmonar intersticial.11 

En la segunda vía, los individuos con neumonía intersticial usual (UIP) y con “cierta” 

susceptibilidad genética a AR originan una respuesta inmune contra péptidos 

citrulinados en el pulmón, lo cual inicia un proceso inflamatorio que afecta 

secundariamente las articulaciones. 11, 58 Sin embargo, Harlow y colaboradores, 

sugieren que el desarrollo de autoanticuerpos contra proteínas citrulinadas inicia en 

los pulmones y posteriormente se perpetua en tejidos extra pulmonares. 59 

Los ACPA se han asociado fuertemente con tabaquismo y la presencia del epítope 

compartido, vimentina citrulinada y péptido 1 α-enolasa, esto sugiere que la enolasa 

y vimentina citrulinada en el pulmón pueden desencadenar una respuesta 

autoinmune, incrementando la formación de péptidos citrulinados derivando en la 

respuesta de los ACPA. 60 

En un grupo de individuos con EPOC secundaria a tabaquismo, Lugli y 

colaboradores identificaron a PAD2 y PAD4, con sus respectivos sustratos 

(vimentina y fibrinógeno) además de α-enolasa en pulmón, nodos linfáticos, bazo y 
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musculo esquelético, sin embargo, no existe diferencia estadísticamente 

significativa en los niveles encontrados de las enzimas PAD. 60 

Por otro lado, proteínas citrulinadas están incrementadas en lavado broncoalveolar 

de fumadores en comparación con no fumadores, este incremento está asociado 

con el incremento de los niveles de expresión de PAD2, estos niveles de proteínas 

citrulinadas están presentes en mucosa bronquial y biopsias de fumadores, este 

estudio demuestra que fumar incrementa la expresión de PAD2 en mucosa 

bronquial y compartimentos alveolares, con una posterior generación de proteínas 

citrulinadas. 32,61,62 

Shelef y colaboradores reportan la participación de PAD4 la cual puede contribuir 

junto con TNFα en la amplificación de la producción de ACPA, lo que sugiere que 

se tiene una regulación positiva compleja la cual implica la participación de PAD4, 

antígenos citrulinados, ACPA y TNFα en la exacerbación de la AR.63 

La presencia de anticuerpos anti-PAD4 y anti-CCP en el periodo preclínico, en 

donde observaron que anti-PAD4 en periodos prediagnóstico pueden ser bajos pero 

sus niveles incrementan con el tiempo.64 
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Estudios de asociación de SNP en genes PADI 

Existen diferentes SNP asociados a la susceptibilidad o menor riesgo a padecer 

enfermedades, dentro de los cuales PADI3 no se ha encontrado asociado en 

cambios a nivel génico con enfermedades, sin embargo, se han descrito variantes 

en ciertas condiciones como en el síndrome del cabello impeinable, 65 mientras que 

PADI4 ha sido estudiada en diferentes poblaciones en donde se ha encontrado 

asociada mayormente en población asiática a la susceptibilidad a desarrollar 

enfermedades autoinmunes, como AR, o a menor riesgo a desarrollar tuberculosis 

en PADI_89. 66 

Se muestran en la tabla 1 estudios que se han realizado en distintas poblaciones 

donde polimorfismos tipo SNP en los genes PADI2 y PADI4 se encuentran 

asociados con un cambio en la expresión de PAD4 y con susceptibilidad a artritis 

reumatoide, se observa que estos hallazgos se han replicado en poblaciones 

asiáticas y caucásicas en su mayoría.  
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Tabla 1 Estudios de asociación de polimorfismos geneticos en genes PADI y AR 

Tabla 1: Estudios de asociación de polimorfismos genéticos en genes PADI y artritis reumatoide. 

Gene/SNP 
País 

(estudio)Ref 

n 

(casos/controles) 
p OR (IC 95%) Hallazgo 

PADI2 

rs2235926, 

rs2057094 
Norte de China67 

1140 (267 AR/ 51 

AS/160 control) 

8.39E-04, 

3.2E-03 

1.70 (1.57–1.86), 

1.36 (1.06–1.86) 
Asociados con AR 

rs1005753 
Malasia/ 

MyEIRA50 
2809 (1,238/1,571) 

4.00E-02, 

3.29E-03 
0.87 (0.77- 0.99) rs1005753 asociado a AR. 

PADI4 

_89-105 Japón68 1566 (830/736) 
8.40E-06- 

5.10E-04 
1.66-2.0 

PADI4 92, 94, 95, 97, 99, 100, 101 y 

104 asociados con AR. 

_89, 90, 

92,104 
Reino Unido69 1320 (839/481) NS  Haplotipo de susceptibilidad a AR sin 

significancia estadística. 

_92, 94, 97, 

99, 100, 103 

y 104 

Inglaterra70 222 (111/111) 3.00E-02  

Haplotipo PADI4_100/PADI4_103. 

Incremento de la expresión de 

mRNA de PADI4 en PBM de 

pacientes con AR. 

_94, 102 y 

104 
Japón71 2096 (1170/926) 8.00E-04 1.21-1.36 SNP con asociación a AR. 

_94 

Suecia, 

EE.UU.(EIRA, 

NARAC)17 

4127 (2370AR/1757 

control) 
2.00E-02 1.1 (1.10-1.21) 

17 alelos de 14 genes, PADI4_94 

asociado con AR. 

_89, 90, 92 y 

104 
Corea72 937 (545/392) 1.00E-04 1.5 (1.2-1.8) 

Haplotipo GTGT fuertemente 

asociado con susceptibilidad a AR. 

EIRA= Epidemiological Investigation of Rheumatoid Arthritis, MyEIRA= Malaysian Epidemiological Investigation of Rheumatoid Arthritis, AS= 
espondilitis anquilosante, TB= tuberculosis, AR= artritis reumatoide, EZ= esquizofrenia, OR= odds ratio, IC95%= intervalo de confianza 95%. PBM= 

monocitos de sangre periférica. NARAC= North American Rheumatoid Arthritis Consortium, NS= p ≥ 0.05. 
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Continuación de Tabla 1: Estudios de asociación de polimorfismos genéticos en genes PADI y artritis reumatoide. 

_89, 90, 92, 

94, 95, 96 y 

104 

Alemania73 204 (102/102) 4.00E-02 1.6 (1.1-2.3) 
PADI4 89, 90, and 94 asociación a 

AR. 

_89 y 90 Francia74 680 (405/275) 
3.00E-2, 

2.00E-3 
 Asociado con susceptibilidad a AR 

_104 Irán75 300 (150/150) 6.00E-03 1.63 (1.16-2.29) alelo T asociado con AR. 

_89, 90, 92 y 

104 
Irán76 

196 (101 AS/95 AR/ 

controles) 
8.00E-04 2.27 (1.28-4.011) Asociación de PADI4_104 con AR 

_104 Japón/Alemania38 
2952 (1019/907) / 

(635/391) 
4.70E-02 1.46 (1.12-1.90) 

Predispone fumadores (hombres) a 

desarrollo de AR 

_89, 90 y 92 México77 184 (86/98) 
4.00E-02, 

4.00E-03 

2.51 (1.19-5.32), 

2.64 (1.21-5.75) 

PADI4_89 y 90, haplotipo GTG 

(OR=18.9 [2.4-146.8]), GTC (OR=2.4 

[1.3-4.4]) susceptibilidad a AR. 

_89, 90 y 

104 
Corea66 

215 (47TB/35 sin 

TB/50 AR/83 

control) 

2.00E-02 0.35 
PADI4_89 asociado a protección en 

pacientes con AR a TB. 

_94, 102 y 

104 
Japón78 

1093 (534 EZ/559 

control) 
4.70E-02  

8 SNP evaluados, PADI4_94 

asociado a susceptibilidad de AR, sin 

contribución a EZ. 

EIRA= Epidemiological Investigation of Rheumatoid Arthritis, MyEIRA= Malaysian Epidemiological Investigation of Rheumatoid Arthritis, AS= 
espondilitis anquilosante, TB= tuberculosis, AR= artritis reumatoide, EZ= esquizofrenia, OR= odds ratio, IC95%= intervalo de confianza 95%. PBM= 

monocitos de sangre periférica. NARAC= North American Rheumatoid Arthritis Consortium, NS= p ≥ 0.05. 
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3) Planteamiento del problema 

La artritis reumatoide se caracteriza por inflamación de las articulaciones sinoviales 

periféricas, manifestaciones articulares y extraarticulares; el pulmón es 

comúnmente un sitio de enfermedad extra-articular, las manifestaciones 

pulmonares varían y pueden incluir vías aéreas, parénquima, enfermedad pleural 

y/o vascular, estas suelen ser posteriores al desarrollo de la enfermedad articular, 

pero en algunos casos el involucramiento pulmonar es la primera manifestación de 

la AR.79 

La AR es la enfermedad más común de tejido conectivo, con una prevalencia de 

0.5% a 2% en la población general. 80 La enfermedad extraarticular se produce en 

aproximadamente el 50% de los pacientes, siendo el pulmón uno de los órganos 

blanco de más frecuente de afectación. El compromiso del pulmón puede ocurrir en 

hasta el 67% de los pacientes, aunque algunos informes indican una incidencia más 

baja (10%-20%).81–83 

La citrulinación es una modificación postraduccional catalizada por una familia de 

enzimas llamadas peptidil arginina deiminasas (PAD), las cuales pueden modificar 

la estructura de proteínas, aumentando el reconocimiento por autoanticuerpos 

humanos ACPA.5,35,84 Se han identificado autoanticuerpos séricos contra múltiples 

proteínas y péptidos citrulinados incluyendo fibrinógeno, vimentina, e isoformas 

citrulinadas de proteína de choque térmico 90, metaloproteinasa de matriz 

extracelular 7 (MMP-7) y la proteína 10 inducible por interferón-gamma (CXCL10).85 
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Los miembros de la familia de genes peptidil arginina deiminasas (PAD, [PADI1-

PADI4 y PADI6]), generan péptidos citrulinados reconocidos por los anticuerpos 

anti-CCP86 a través de la modificación postraduccional de residuos de arginina a 

citrulina. 31,87 

El tabaco juega un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad, es uno de 

los factores de riesgo ambiental principales que predispone a artritis reumatoide (y 

otras enfermedades), la citrulinación causada por el humo de tabaco es considerada 

como un mecanismo por el cual se inducen o desarrollan enfermedades 

autoinmunes o inflamatorias, este efecto conlleva a la relación de la citrulinación de 

proteínas reflejada en los niveles de ACPA en sangre.18,37,60 

En fluido sinovial y suero de pacientes con AR se ha encontrado alta concentración 

de autoanticuerpos contra diferentes blancos biológicos, como, colágeno tipo II, 

vimentina, filagrina, proteínas de choque térmico, además de autoanticuerpos 

altamente específicos, como anticuerpos antipéptidos citrulinados (ACPA).25,28–

30,88,89 

Proteínas citrulinadas se han encontrado incrementadas en lavado bronquioalveolar 

(LBA) de fumadores en comparación con no fumadores, el incremento está 

asociado con los niveles de expresión de PAD2 y PAD4, también presentes en 

mucosa bronquial y biopsias de fumadores.32 

Varios SNP y haplotipos relacionados en PADI4 se han asociado con la 

susceptibilidad a AR en estudios independientes de Japón, Corea, EE. UU. y 

Alemania. 84 Sin embargo, no existen estudios que evalúen de manera global e 
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integral la participación de factores genéticos involucrados en la susceptibilidad 

genética y farmacogenómica de AR en el desarrollo de NID. Las bases 

fisiopatológicas para el desarrollo de neumopatía intersticial difusa (NID) en 

pacientes con AR siguen siendo poco claras. Los datos disponibles sugieren cierto 

papel de factores ambientales y genéticos. 
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4) Justificación  

La artritis reumatoide constituye un problema de salud a nivel mundial, en México 

se estima que tiene una prevalencia del 1.6%, genera diferentes grados de 

discapacidad, lo que impacta en la economía y calidad de vida de los pacientes y 

sus familiares. A pesar de que los procesos inflamatorios son muy frecuentes en la 

vida diaria, sólo una pequeña proporción de la población desarrolla ACPA, que son 

altamente específicos de la AR y se relacionan con la patogenia de la AR. De los 

individuos con AR, solo el 10% que desarrolla una neumopatía intersticial es 

diagnosticado, las tasas de mortalidad de AR asociadas a NID incrementan 

aproximadamente el 28% en mujeres. 

El tabaquismo es un factor ambiental que puede conducir a la autoinmunidad en 

sujetos genéticamente susceptibles (presencia de alelos HLA-DR, así como 

polimorfismos tipo SNP en diferentes genes), incrementando la expresión de 

citocinas de respuesta a estímulos ambientales en mucosa bronquial y 

compartimentos alveolares, con una posterior generación de proteínas citrulinadas 

y autoanticuerpos. 

Actualmente existen múltiples estudios que han evaluado por distintas metodologías 

la asociación genética entre polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) y su 

participación en el desarrollo de la artritis reumatoide (AR), sin embargo, no existen 

investigaciones respecto a los factores genéticos involucrados en el desarrollo de 

una Neumopatía Intersticial Difusa (NID) como manifestación extraarticular de AR.  
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5) Hipótesis 

Existen polimorfismos en PADI2 y PADI4 asociados al desarrollo de neumopatía 

intersticial difusa en pacientes con artritis reumatoide, y alteración en los niveles de 

PAD2 y PAD4. 

6) Objetivos 

 

Objetivo general  

Identificar la relación entre polimorfismos en PADI2 y PADI4 en el desarrollo de 

neumopatía intersticial difusa en pacientes con artritis reumatoide. 

Objetivos específicos  

Identificar polimorfismos presentes en PADI2 y PADI4 asociados al desarrollo de 

NID en pacientes con AR. 

Determinar las concentraciones de PAD2 y PAD4 en muestras de lavado 

bronquioalveolar y suero. 

Correlacionar concentraciones de PAD2 y PAD4 con polimorfismos en dichas 

enzimas. 
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7) Materiales y métodos 

Estudio transversal, retrospectivo. 

Cálculo del tamaño de muestra 

El cálculo de tamaño de muestra para el estudio se realizó utilizando el programa 

Epi Info v7.0 tomando los siguientes parámetros: 

• Prevalencia de la enfermedad = 0.11 

• Un intervalo de confianza al 95%  

• Poder estadístico del 85% 

• Se seleccionaron 1 caso y 2 controles 

• Frecuencia del alelo menor reportado en población mexicana (MAF)= 25% 

• Se tomó un Odds ratio de 2.0 

Se obtuvo una n de 193 individuos con neumopatía intersticial difusa y artritis 

reumatoide. 

200 individuos con artritis reumatoide. 

Así como 3 individuos clínicamente sanos por cada individuo con la enfermedad, 

con una n= 600. 

Consideraciones éticas 

Previo a la realización de la toma de muestra sanguínea, además del llenado del 

cuestionario se explicó a los individuos participantes en el estudio sobre: los 

objetivos, riesgos, beneficios y propósitos de este protocolo de investigación, 
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haciendo hincapié que el estudio pretende conocer la frecuencia de variaciones 

genéticas humanas asociadas a NID en pacientes con AR, y que los resultados que 

esta genere contribuirán al conocimiento y manejo de este padecimiento de 

incidencia mundial. Se indicó textualmente que la aceptación en el estudio puede 

ser retirada en cualquier momento por el sujeto de estudio sin detrimento o perjuicio 

alguno. Se proporcionó un documento a cada uno de los participantes por medio 

del cual el INER avala que los datos personales serán protegidos, totalmente 

confidenciales, incorporados y tratados en el sistema de datos personales 

denominado Bases de Datos de los Protocolos de Investigación con fundamento en 

la Ley General de Salud en Materia de Investigación. Los cuales están autorizados 

mediante firma autógrafa por el paciente para la realización de este protocolo de 

investigación (Protocolo B20-15, Anexo 1). 

Grupos de estudio 

Los individuos fueron evaluados por médicos especialistas en neumología y 

reumatología, autorreferidos como mestizos mexicanos por tres generaciones y no 

relacionados biológicamente. 

Previamente fueron informados y firmaron cartas de consentimiento Informado y de 

privacidad de datos personales, aprobados por el comité de ciencia y bioética del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias INER (Protocolo B20-15, Anexo 

1). 

En el primer grupo se incluyeron pacientes con artritis reumatoide y enfermedad 

pulmonar intersticial difusa (AR-NID), a los pacientes se realizaron pruebas de 
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función pulmonar: espirometría y DLCO, así como radiografía y tomografía de tórax 

en donde se obtuvo la evidencia de enfermedad intersticial, fueron realizadas en el 

servicio clínico de enfermedades Intersticiales y Reumatología del INER. 

El segundo grupo se incluyeron pacientes con artritis reumatoide (AR), evaluados 

por especialistas en reumatología de acuerdo con criterios ACR/EULAR, se 

realizaron pruebas de función pulmonar, en donde observaron que no había 

evidencia de restricción/ alteración pulmonar. Reclutados del servicio de 

reumatología del Hospital General Manuel Gea González y de Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias Ismael Cosío Villegas. 

El tercer grupo incluye individuos clínicamente sanos (CS), los cuales son 

donadores de sangre, sin enfermedades pulmonares ni reumatológicas. Obtenidas 

del Biobanco del laboratorio HLA INER y del banco de sangre del INER.  

Dentro del grupo de voluntarios sanos, se incluyó un subgrupo de individuos con 

exposición a tabaquismo, los cuales fueron seleccionados de acuerdo con edad, 

sexo e índice de exposición a tabaquismo de los individuos en los grupos de 

pacientes con AR y AR-NID. 

Criterios de inclusión 

• Individuos mayores de 18 años. 

• Sexo indistinto 

• Individuos con artritis reumatoide 

• Individuos con artritis reumatoide y neumopatía intersticial difusa 
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Criterios de exclusión 

• Pacientes con enfermedades autoinmunes diferentes a AR. 

• Pacientes con enfermedades pulmonares obstructivas y enfermedades 

crónicas o degenerativas. 

Criterios de eliminación 

• Individuos con muestra insuficiente de material biológico 

• Solicitud del paciente/voluntario para retirarse del protocolo. 

Obtención de muestras biológicas: 

Se realizó una toma de muestra sanguínea por punción de la vena del antebrazo 

empleando el sistema de vacío vacutainer y tubos con anticoagulante (EDTA) para 

la obtención de DNA y un tubo con gel activador del coágulo para la obtención de 

suero. 

Extracción de DNA 

El DNA se obtuvo de leucocitos mediante el kit comercial BDtrack Genomic DNA 

Isolation (Maxim Biotech, CA, USA). Se centrifugaron las muestras a 3500 rpm 

durante 5 minutos para la obtención de plasma posteriormente se extrajo la capa de 

leucocitos del tubo con EDTA, se colocó en un tubo cónico de 15 mL agregando 2 

mL de solución BD1, se llevó a cabo una homogenización mediante agitación y se 

centrifugó a 3000 rpm durante 5 minutos, posteriormente se eliminó el sobrenadante 

del tubo y se agregaron 2 mL de BD2 agitando y centrifugando a 3000 rpm durante 

5 minutos, se eliminó el sobrenadante del tubo y se agregó 1 mL de BD3, se 
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homogenizó el botón leucocitario formado, se incubó en baño maría por 12 horas a 

65°C. 

Posteriormente se transfirió la muestra obtenida a un microtubo y se agregaron 400 

µL de BD4, se centrifugó a 14000 rpm durante 10 minutos, posteriormente se 

decantó el sobrenadante en un nuevo microtubo y se agregaron 500 µL de 

isopropanol absoluto, se mezcló por inversión y se centrifugó a 14000 rpm por 5 

minutos. Se decantó el isopropanol protegiendo el DNA el cual se encuentra 

precipitado como un botón blanco en el fondo del microtubo, se dejó secar por 45 

minutos aproximadamente. 

Se llevó a cabo la hidratación del DNA a cada muestra se le agregaron de 200 a 

300 µL de buffer TE, se incubó en baño maría para hidratar la muestra de DNA en 

el buffer TE a 65°C durante una hora. 

Se almacenaron las muestras a 4°C, transferidas en un criotubo, el plasma y suero 

se almacenaron en ultracongelador a -80°C. La cantidad de DNA extraída se 

cuantificó utilizando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, MA, USA), a partir 

del cual fue determinada la contaminación con compuestos orgánicos y proteínas al 

establecer la relación de las lecturas 260/230 y 260/280 respectivamente. 

Obtención de LBA 

Se llevó a cabo la recolección de 10mL de lavado bronquioalveolar de 22 pacientes 

con AR-NID, el cual fue obtenido por médicos especialistas en el área de 

broncoscopia, esto solo en los pacientes que lo requerían como prueba de 
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diagnóstico y para descartar otras patologías pulmonares, se congelaron a -80°C 

hasta su análisis. 

Genotipificación 

Se llevó a cabo la discriminación alélica de 8 SNP en PADI2 y PADI4 a todos los 

individuos mediante PCR en tiempo real (qPCR), con ensayos de sondas TaqMan 

(Applied Biosystems, CA, USA), PADI2 (rs2235926, rs2057094, rs2076615 y 

rs1005753) y PADI4 (rs11203366, rs11203367, rs874881 y rs1748033). Los SNP 

se seleccionaron con base en las asociaciones previas con AR y/o AR-NID. 

El DNA fue ajustado a 15 ng/µL, se agregaron 3 µL de DNA ajustado de cada 

individuo en un pozo de reacción de la placa óptica, se preparó una mezcla de 

reacción con 6.5 µL de sonda TaqMan, 200 µL de Master Mix TaqMan™ (Applied 

Biosystems, CA, USA), 300 µL de agua libre de nucleasas. Se agregaron 5 µL de la 

mezcla de reacción a cada pozo, posteriormente se agitó y centrifugó a 1500 rpm 

para introducir en el termociclador 7300 Real Time PCR system (Applied 

Biosystems, CA, USA) en las siguientes condiciones: 

Tabla 2 Condiciones para llevar a cabo la discriminación alélica mediante qPCR 

Tabla 2: Condiciones para llevar a cabo la discriminación alélica mediante qPCR 

Paso Temperatura Tiempo 

1 60° C 30 s 

2 95° C 10 min 

3 
(40 ciclos) 

95° C 15 s 

60° C 1 min 

4 4° C ∞ 

Condiciones en las que se lleva a cabo la discriminación alélica en el termociclador. 
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Cuantificación de PAD2 y PAD4 

Se realizó la determinación de PAD2 y PAD4 mediante la técnica de inmunoensayos 

(ELISA) mediante PAD2 (human) ELISA Kit y PAD4 (human) ELISA Kit (ítem: 

501450 y 501460 de Cayman Chemical, MI, USA), siguiendo las instrucciones del 

fabricante, con un rango de detección de 0.156-10 ng/mL. 

Se tomó una muestra de sangre en un tubo con gel activador del coágulo, el cual 

se centrifugó a 3500 rpm durante 5 minutos, las muestras de suero fueron utilizadas 

a una dilución 1:4 con buffer de ensayo incluido en el kit para la determinación de 

proteínas PAD2 y PAD4 respectivamente. 

Se tomaron 4 mL de sobrenadante de lavado bronquioalveolar de pacientes con 

AR-NID y se concentraron mediante el Vacufuge Concentrator (Eppendorf, MA, 

USA) a 14 000 rpm durante 12 horas, posteriormente se resuspendieron en 200 µL 

de buffer del inmunoensayo y se llevó a cabo el ensayo de acuerdo con el protocolo 

del fabricante. 

Se llevó a cabo la determinación de proteínas PAD2 y PAD4 en cada paciente por 

triplicado, la lectura se realizó en el lector fotométrico iMark™ Microplate 

Absorbance Reader (Bio-Rad, CA, USA) a una longitud de onda de 450nm. 

Análisis de resultados 

Se realizó la prueba de normalidad de datos mediante Kolmogorov-Smirnov. 

Se realizaron los cálculos de la determinación de proteínas a partir de la lectura de 

absorbancias obtenidas de las curvas con concentraciones de proteínas PAD2 y 

PAD4 entre 0-10 ng/µL tomando 8 puntos, donde se obtuvo la ecuación de la recta. 
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A partir de cada curva se interpolaron las concentraciones de proteína de la 

absorbancia determinada. 

Se llevó a cabo la comparación de los niveles de PAD2 y PAD4 entre grupos de 

pacientes con AR y AR-NID mediante la prueba U de Mann Whitney. 

El análisis de frecuencias alélicas y genotípicas se realizó con el programa Epidat 

versión 3.1, empleando la prueba exacta de Fisher, tomando un valor de p <0.05 

como significativo, OR e IC 95%, el análisis de haplotipos se llevó a cabo con el 

programa Haploview v4.2. 

El análisis de variables demográficas y clínicas de pacientes con AR y AR-NID: en 

variables categóricas se realizó la prueba exacta de Fisher, y U de Mann-Whitney 

en variables cuantitativas continuas, así como un análisis de correlación mediante 

r2 de Pearson. 

Las comparaciones de las concentraciones de proteína de acuerdo con los 

genotipos de los SNP se utilizó la prueba Kruskal-Wallis, con posterior corrección 

con la prueba de Bonferroni, en el software R versión 3.5.1. 
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8) Resultados  

Demográficos y clínicos 

En la tabla 3 se muestran las características clínicas y demográficas de los 

pacientes y el grupo de individuos clínicamente sanos, los cuales fueron 

seleccionados de acuerdo con factores de riesgo previamente reportados, como lo 

son el sexo, edad y tabaquismo, en donde se tienen 3 individuos por cada paciente. 

Se incluyeron 127 pacientes con artritis reumatoide y neumopatía intersticial difusa 

y 160 pacientes con artritis reumatoide, de los cuales >44% tenían anti-CCP 

positivos y factores de riesgo como tabaquismo, exposición a aves o a humo de leña 

variables, y a otros factores entre estos se encuentran el petróleo, carbón y 

exposiciones a factores ocupacionales. Así como un grupo de 620 individuos 

clínicamente sanos, de los cuales el 24.19% son fumadores. 

Genotipificación  

Se obtuvo la genotipificación de los polimorfismos en PADI2 y PADI4 a los cuales 

se les realizó la prueba de X2 para observar si cumplía con el equilibrio de Hardy-

Weinberg, el rs2235926 no cumple con equilibrio, se obtuvo un valor de p=8.9x10-24 

(Tabla 4), este SNP no se tomó en cuenta para los análisis posteriores con los 

niveles de proteínas. Se continuaron los análisis con el resto de SNP. 

Las frecuencias genotípicas y alélicas obtenidas de la genotipificación de SNP en 

PADI2 y PADI4 se muestran en las tablas (tabla5 y 6) en donde se describen las 

frecuencias obtenidas entre los grupos de pacientes con AR-NID y AR, así como el 

análisis con la prueba exacta de Fisher, en donde se muestra el OR y su IC95% 
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Las frecuencias del alelo menor (T) en el rs2235926 en el grupo AR-NID es de 

62.05%, en el grupo AR es de 51.09%, mientras que en el grupo CS es de 47.33%. 

Las frecuencias del alelo menor del rs2057094-T en AR-NID=52.54%, en AR=48.20 

y en CS=41.23%, en la comparación del grupo de artritis vs. CS se obtiene un 

OR=1.45 (p=0.001). 

En el rs2076615-C son de 28.70% en AR-NID, 30.45% en AR y 37.21% en CS, no 

hay diferencia en la comparación de AR-NID, sin embargo, al realizar la 

comparación de todos los individuos con Artritis con los CS se obtiene un OR=0.71. 

El rs1005753-G las frecuencias en AR-NID=29%, AR=19.4% y CS=31.23%, al 

comparar AR-NID vs. AR se obtiene un OR=1.71 (p=0.017), al comparar el grupo 

de artritis vs. CS se obtiene un OR=0.71(p=0.006). 

En la Tabla 6 se muestran las comparaciones realizadas de las frecuencias alélicas 

y genotípicas de los SNP en PADI4 entre los 3 grupos de estudio, en el rs11203366 

se obtiene un OR=3.08 (p=0.004) en el genotipo AA, y un OR=1.7 en el alelo A. El 

rs11203367-G OR=1.5 (p=0.37), el genotipo GG con OR=2.4, en la comparación de 

AR-NID vs. AR, de estos 2 SNP no hay diferencia en la comparación de Artritis vs. 

CS. 

El rs1748033-A en la comparación de Artritis vs. CS se obtuvo un OR=1.47(p<0.01). 

y en el rs874881-G se obtuvo un OR=1.7, en el genotipo CG un OR=2.69 y GG 

OR=2.53, así como en la comparación de Artritis vs. CS el alelo G tiene un OR=1.43. 

.  
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Tabla 3 Características demográficas y clínicas de los grupos de estudio 

Tabla 3: Características demográficas y clínicas de los grupos de estudio 

 AR-NID AR CS p§ 

n 127 160 620  

Hombres, n (%) 38 (29.92) 10 (6.25) 359(57.90) <0.01 

Edad 52 (14) 54 (18) 49 (17) <0.01 

Anti-CCP positivos, n (%) 57(44.88) 84(52.50) - 0.24 

Exposición, n (%)     

Tabaquismo 30 (24.60) 20 (12.50) 150 (24.19) 0.04 

Humo de leña 31 (24.41) 20 (12.50) - 0.01 

Aves 21 (16.54) 7 (4.38) - <0.01 

Otros 16 (12.60) 14 (8.75) - 0.33 

Sin exposiciones 29 (21.85) 99 (61.88) - <0.01 

Espirometría     

FEV1 55.5(26-89) 75.5(64-99) - <0.01 

FVC 66(27-98) 94.5(75.5-113) - <0.01 

FEV1/FVC 81.5(30-103) 83(58-110) - 0.04 

Las variables cuantitativas se expresan en mediana (rango intercuartílico) y las categóricas en número (porcentaje), AR-NID= artritis reumatoide y 
neumopatía intersticial difusa, AR= artritis reumatoide, CS= individuos clínicamente sanos, Anti-CCP= anticuerpos antipéptidos cíclicos citrulinados, 
FEV1= volumen espiratorio forzado en 1 segundo, FVC= capacidad vital forzada, §: comparación AR-NID vs. AR, prueba exacta de Fisher, Kruskal 
Wallis y U-Mann-Whitney.  
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Tabla 4: Polimorfismos estudiados en PADI2 y PADI4 y equilibrio de Hardy-Weinberg. 

Tabla 4: Polimorfismos estudiados en PADI2 y PADI4 y equilibrio de Hardy-Weinberg. 

Gen 
SNP Alelos Localización 

Cambio de 

aminoácido 
Observado Predicho p MAF 

PADI2 

rs2235926 C>T 3´UTR NA 0.118 0.5 8.9799E-24 0.491 

rs2057094 C>T Intrón NA 0.516 0.487 0.301 0.418 

rs2076615 A>C Exón Gly/Gly 0.421 0.395 0.260 0.271 

rs1005753 T>G Intrón NA 0.445 0.415 0.204 0.293 

PADI4 

rs11203366 G>A Exón Gly/Ser 0.471 0.497 0.353 0.459 

rs11203367 A>G Exón Val/Ala 0.5 0.497 1.000 0.461 

rs874881 C>G Exón Gly/Ala 0.503 0.498 0.972 0.472 

rs1748033 G>A Exón Leu/Leu 0.516 0.498 0.561 0.466 

Valores de p obtenido mediante la prueba Χ2, MAF: frecuencia del alelo menor en mexicanos de los ángeles (HapMap, 2017). 
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Tabla 5: Análisis de genotipos y alelos de SNP en PADI2 

Tabla 5: Análisis de genotipos y alelos de SNP en PADI2 

PADI2 
AR-NID AR CS AR-NID vs. AR Artritis* vs. CS 

n F% n F% n F% p OR IC p OR IC 

rs2235926 83  92  356        

CC 26 31.33 39 42.39 169 47.47     1  

CT 11 13.25 12 13.04 37 10.39 0.118   0.04 1.62 0.89-2.93 
TT 46 55.42 41 44.57 150 42.13     1.51 1.02-2.23 

C 63 37.95 90 48.91 375 52.67 
0.041 

1.57 1.02-2.4 
0.006 

0.7 0.54-0.90 

T 103 62.05 94 51.09 337 47.33 0.639 0.42-0.98 1.43 1.11-1.85 

rs2057094 118  111  616        

CC 42 35.59 45 40.54 269 43.67     1  

CT 28 23.73 25 22.52 186 30.19 0.455   0.005 0.88 0.60-1.30 
TT 48 40.68 41 36.94 161 26.14     1.71 1.19-2.44 

C 112 47.46 115 51.80 724 58.77 
0.4 

  

0.001 
0.69 0.56-0.86 

T 124 52.54 107 48.20 508 41.23   1.45 1.17-1.8 

rs2076615 115  110  606        

AA 53 46.09 47 42.73 187 30.86     1  

AC 58 50.43 59 53.64 387 63.86 0.638   0.0004 0.57 0.41-0.78 
CC 4 3.48 4 3.64 32 5.28     0.47 0.21-1.05 

A 164 71.30 153 69.55 761 62.79 
0.757 

  

0.004 
1.41 1.11-1.78 

C 66 28.70 67 30.45 451 37.21   0.71 0.56-0.89 

rs1005753 117  111  610        

TT 57 48.72 70 63.06 285 46.72  1.00   1  

TG 52 44.44 39 35.14 269 44.10 0.012 1.63 0.95-2.82 0.005 0.76 0.55-1.04 
GG 8 6.84 2 1.80 56 9.18  4.91 1.00-24.05  0.4 0.19-0.81 

T 166 70.94 179 80.63 839 68.77 
0.017 

0.59 0.38-0.90 
0.006 

1.41 1.10-1.80 
G 68 29.06 43 19.37 381 31.23 1.71 1.10-2.64 0.71 0.55-0.91 

F%=Frecuencia en porcentaje, Prueba exacta de Fisher, p <0.05 se toma como significativo, OR: Odds ratio, IC95%: intervalo de confianza al 
95%. * se incluyeron todos los individuos con AR y AR-NID en comparación con individuos clínicamente sanos. 

  
Tabla 6: Análisis de genotipos y alelos de SNP en PADI4 

Tabla 6: Análisis de genotipos y alelos de SNP en PADI4 
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PADI4 
AR-NID AR CS AR-NID vs. AR Artritis* vs. CS 

n F% n F% n F% p OR IC p OR IC 

rs11203366 116  114  607        

GG 25 21.55 41 35.96 188 30.5 

0.004 

1  

0.8522 

  

GA 61 52.59 57 50 290 47 1.76 0.95-3.25   

AA 30 25.86 16 14.04 129 20.9 3.08 1.40-6.74   

G 111 47.84 139 60.96 666 54.85 
0.005 

0.59 0.41-0.85 
0.869 

  

A 121 52.16 89 39.04 548 45.14 1.7 1.18-2.47   

rs11203367 111  115  608        

AA 25 22.52 42 36.52 183 29.7 

0.023 

1  

0.3189 

  

AG 66 59.46 59 51.3 298 48.3 1.88 1.02-3.45   

GG 20 18.02 14 12.17 127 20.6 2.4 1.03-5.58   

A 116 52.25 143 62.17 664 54.6 
0.037 

0.666 0.46-0.97 
0.3463 

  

G 106 47.75 87 37.83 552 45.4 1.5 1.03-2.18   

rs1748033 116  114  609        

GG 19 16.38 17 14.91 155 25.1 

0.895 

  

0.0004 

1  

GA 58 50 59 51.57 307 49.8   1.64 1.08-2.5 

AA 39 33.62 38 33.33 147 23.8   2.26 1.43-3.56 

A 136 58.62 135 59.21 601 49.34 
0.925 

  
0.0006 

1.47 1.18-1.83 

G 96 41.38 93 40.79 617 50.66   0.68 0.55-0.84 

rs874881 116  117  611        

CC 27 23.28 58 44.62 152 24.7 

0.003 

1  

0.0002 

1  

CG 69 59.48 45 42.31 318 51.5 2.69 1.51-4.80 0.64 0.46-0.90 

GG 20 17.24 14 13.08 141 22.9 2.53 1.15-5.58 0.43 0.27-0.68 

C 123 53.03 171 65.77 622 50.9 
0.004 

0.59 0.41-0.84 
0.0009 

1.43 1.16-1.77 
G 109 46.95 89 34.23 600 49.1 1.7 1.18-2.45 0.69 0.56-0.86 

F%=frecuencia en porcentaje, Prueba exacta de Fisher, p <0.05 se toma como significativo, OR: Odds ratio, IC95%: intervalo de confianza al 
95%. * se incluyeron todos los individuos con AR y AR-NID en comparación con individuos clínicamente sanos. 
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Haplotipos 

Se realizó un análisis de haplotipos, en donde se excluyó el polimorfismo rs2057094 

en PADI2 el cual no cumple con equilibrio de Hardy-Weinberg, se obtuvieron 2 

bloques en los cuales se encuentran 2 SNP en PADI2: rs2057094-rs2076615, en 

PADI4: rs11203366- rs11203367-rs874881-rs1748033. 

Se muestran en la figura 3 el gráfico de desequilibrio de ligamiento de los 7 

polimorfismos analizados. 

Se obtuvieron 8 haplotipos, de los cuales 4 son significativos en la comparación de 

las frecuencias entre los individuos con AR-NID vs. AR. El haplotipo GACA con un 

OR= 1.395 (p=0.004), el AGGA con un OR=0.116 (p=0.009). 

Tabla 7: Análisis del bloque de haplotipo en PADI4 

Tabla 7: Análisis del bloque de haplotipo en PADI4 

Haplotipo 
AR-NID 

(F%) 

CS 

(F%) 
p OR (IC95%) 

GACA 46.4 34.48 0.004 1.395 (1.12-1.74) 

AGGG 29.38 31.39 NS  

GAGG 9.9 13.62 0.013 0.627 (0.44-0.90) 

AGCA 7.27 10.37 0.029 0.625 (0.42-0.94) 

GACG 3.5 4.1 NS  

AACA 1.6 2.1 NS  

GGGG 1.5 2.1 NS  

AGGA 0.45 1.29 0.009 0.116 (0.02-0.86) 

F%= frecuencias en porcentaje, comparación de haplotipos mediante la prueba exacta de Fisher, p 

<0.05 se toma como significativo, OR: Odds ratio, IC95%: intervalo de confianza al 95%. 
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Figura 3: Análisis de haplotipos en PADI2 y PADI4 

 

Proteínas PAD2 y PAD4 

Se realizó la cuantificación de proteínas PAD2 y PAD4 en suero de pacientes con 

AR y AR-NID, así como en individuos clínicamente sanos, en la tabla 8 se muestran 

las variables demográficas y clínicas. 

Los individuos seleccionados para la determinación de proteínas fueron en aquellos 

de los que se tiene muestra de sangre y LBA, así como un grupo de individuos 

fumadores, en donde se han descrito un incremento en los niveles de proteínas 

PAD. 
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PAD2 en suero en individuos con AR-NID se encuentran ~3 ng/mL en el grupo de 

AR=4.87 ng/mL, cercano al valor que tienen los individuos clínicamente sanos 2.85 

ng/mL. En LBA los niveles de PAD2 detectados fueron de 0.3-15.6 ng/mL. 

 

PAD4 en suero de AR-NID=8.65 ng/mL, en el grupo de AR= 7.91 y en CS=1.05 

(p>0.01) en donde hay una diferencia estadísticamente significativa, en LBA, los 

niveles se encuentran en ~10 ng/mL. 

 

 

Figura 4 Concentración de PAD2 en suero en los grupos de AR-NID, AR y CS 

 
Figura 5: Concentración de PAD4 en suero en los grupos de AR-NID, AR y CS 
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Se realizó la prueba de Kruskal Wallis en las comparaciones de los grupos, no se 

obtuvo una diferencia significativa en la determinación de PAD2. 

Los niveles de PAD4 en la comparación de los grupos AR y AR-NID, no hay 

diferencia, sin embargo, en las comparaciones de los grupos AR vs. CS (p<0.001), 

y en el grupo de AR-NID vs. CS (p=0.001) se observan diferencias (Figura 4 y 5). 

Evaluación de autoanticuerpos 

Una de las variables de interés son los niveles de anti-CCP, cerca del 50% de 

individuos con AR tienen autoanticuerpos anti-CCP positivos, en individuos con AR-

NID se presentan en 44%, al comparar los niveles de autoanticuerpos, en la tabla 8 

se observa que los individuos con AR-NID presentan menores niveles de anti-CCP 

(76.96 U/mL) en comparación con el grupo de AR (259 U/mL). 
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Tabla 8: Subgrupo de pacientes e individuos a los que se les realizó la determinación de PAD 

Tabla 8: Subgrupo de pacientes e individuos a los que se les realizó la determinación de PAD. 

 AR-NID AR CS p 

n 34 31 46  

Edad (años) 59 (50-65) 55 (48.5-63) 53 (47-68) 0.01  ͋

Sexo femenino, n (%) 29 (85.29) 29 (93.55) 22 (47.83) NS 

Tabaquismo, n (%) 6 (17.65) 7 (22.58) 17(36.96) - 

IT 4.83 (2.9-6.9) 2.4 (1.7-5.8) 5 (3.3-7) NS 

EHL, n (%) 10 (29.41) 6 (19.35) 7 (15.22) - 

IEHL 64 (53-96.5) 102 (91.5-124.5) 70 (37-130) NS 

anti-CCP (U/mL) 76.96 (9.7-239) 259 (141.98-265.38) NA 0.002§ 

PAD2 (ng/mL) 2.97 (1.85-5.52) 4.87 (1.5-9.39) 2.85 (1.51-4.66) 0.298 

PAD4 (ng/mL) 8.65 (0.88-35.34) 7.91 (1.29-43.2) 1.05 (0.27-2.67) <0.001  ͋

PAD2_LBA (ng/mL) 0.3 (0-15.57) NA NA - 

PAD4_LBA (ng/mL) 10 (5.76-35.28) NA NA - 

FVC (%) 61 (42.5-74) 91 (80.5-100) 100 (90.5-116.2) <0.001§ ͋ 

FEV1 (%) 60 (42.5-74) 94 (83-102) 103 (94.5-121.2) <0.001§  ͋

FEV1/FVC (%) 82.5 (40.6- 93.1) 83 (80-89) 82.1 (78-84.58) 0.167 

Variables cuantitativas expresadas en mediana (Q1-Q3); AR-NID: pacientes con artritis reumatoide y neumopatía intersticial difusa, AR: pacientes 
con artritis reumatoide, Anti-CCP: anticuerpos antipéptidos cíclicos citrulinados, IT: índice tabáquico, EHL: exposición a humo de leña, IEHL: índice 
de exposición a humo de leña (h/año), FEV1: volumen espiratorio forzado en 1 segundo, FVC: capacidad vital forzada, PAD: peptidil arginina 
deiminasas, LBA: Lavado bronquioalveolar. Compara ración de grupos: § AR-NID vs. AR, ͋ AR-NID vs. CS, ¥ AR vs. CS. 
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Exposiciones 

Se realizó la comparación de niveles de PAD2 y PAD4 de acuerdo con las 

principales exposiciones ambientales y la presencia de artritis y neumopatía, así 

como en individuos clínicamente sanos, en donde se obtuvieron diferencias en las 

frecuencias de las exposiciones y los niveles de proteínas PAD2 y PAD4. 

PAD2, en individuos con AR tienen mayores niveles de proteína en suero, similares 

a los que se presentan en los individuos fumadores (p=0.043), se muestran en la 

figura 6. 

 

 
Figura 6: Niveles de PAD2 en diferentes exposiciones: A-sin exposiciones, HL-humo de leña, 

Tab-tabaquismo, Z- con más de 2 exposiciones. 
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Por otro lado, PAD4 se encuentra incrementada en individuos con AR que se 

exponen a humo de leña, comparados con los que tienen AR-NID, y se encuentra 

incrementada en individuos con AR-NID que se exponen a tabaquismo, en este 

caso, los niveles de PAD4 se ven incrementados en comparación con los individuos 

CS, los cuales presentan niveles menores a 5ng/mL de PAD4 en las diferentes 

exposiciones a factores ambientales (p<0.01), como se observa en la figura 7. 

 

Figura 7: Niveles de PAD4 en diferentes exposiciones: A-sin exposiciones, HL-humo de leña, 
Tab-tabaquismo, Z- con más de 2 exposiciones. 

 

  



57 
 

Análisis de niveles de PAD2 y PAD4 respecto al modelo genético codominante 

en los grupos AR-NID y AR 

Se llevó a cabo el análisis de la comparación de los niveles de proteínas PAD2 y 

PAD4 y los genotipos en modelo genético codominante, se realizó en los pacientes 

con AR-NID y AR el análisis de los niveles de PAD mediante la prueba U de Mann-

Whitney. 

Se muestran las figuras en donde se presentan las diferencias marcadas en el 

genotipo con una p<0.05 (figura 9 a 14). Se resume en la siguiente tabla (tabla 9) 

los genotipos estadísticamente significativos, así como los niveles de PAD2 y PAD4 

respectivos a cada SNP. 

Tabla 9: Niveles de PAD con diferencia significativa dependiente del genotipo. 

Tabla 10: Niveles de PAD con diferencia significativa dependiente del genotipo 

Proteína SNP-genotipo asociado AR-NID AR p 

PAD2 
rs2076615-AC 2.9(1.8-5.6) 5.6(2.1-9.9) 0.02 

rs1005753-GT 3.3(1.5-5.5) 5.5(2.9-14.9) 0.03 

PAD4 

rs11203366-GG 4.9(0.4-39) 3.3(1.4-24.4) 0.009 

rs11203367-AA 4.9(0.4-39.1) 3.3(1.4-29.4) 0.009 

rs11203367-GG 94.9(19.8-134.3) 5.6(2.4-22.4) 0.042 

rs1748033-TT 0.9(0.33-126.7) 2.9(0.3-15.1) 0.002 

rs874881-CC 6.8(0.6-82.9) 2.8(0.6-10.1) <0.001 

Mediana de los niveles de PAD2 y PAD4 (Q1-Q3), valor de p en la comparación de AR-NID vs. AR. 
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Tabla 11 Niveles de PAD con diferencia significativa dependiente del genotipo 

 

Figura 8: PAD2 en genotipos del rs2076615 en los grupos AR-NID y AR 

 

 
Figura 9: PAD2 en genotipos del rs1005753 en los grupos AR-NID y AR 



59 
 

 
Figura 10: PAD4 en genotipos del rs11203366 en los grupos AR-

NID y AR 

 
Figura 11: PAD4 en genotipos del rs11203367 en los grupos AR-

NID y AR 

 
Figura 12: PAD4 en genotipos del rs1748033 en los grupos AR-

NID y AR 

 
Figura 13: PAD4 en genotipos del rs874881 en los grupos AR-

NID y AR 
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Análisis de polimorfismos en modelo dominante 
Tabla 12: Análisis de SNP en modelo dominante 

Tabla 10: Análisis de SNP en modelo dominante 
  AR-NID AR CS AR-NID vs. AR Artritis* vs. CS 
    n F% n F% n F% p OR IC p OR IC 

P
A

D
I2

 

rs2235926 83  92  356        

CC 26 31.33 39 42.39 169 47.47 
0.159 

  
0.026 

0.65 0.45-0.95 

CT+TT 57 68.67 53 57.61 187 52.53     1.53 1.06-2.22 

rs2057094 118  111  616        

CC 42 35.59 45 40.54 269 43.67 
0.496 

  
0.158 

  

CT+TT 76 64.41 66 59.46 347 56.33         

rs2076615 115  110  606        

AA 53 46.09 47 42.73 187 30.86 
0.6874 

  
0.0003 

1.79 1.31-2.46 

AC+CC 62 53.91 63 57.27 419 69.14     0.56 0.41-0.76 

rs1005753 117  111  610        

TT 57 48.72 70 63.06 285 46.72 
0.033 

0.56 0.38-0.95 
0.024 

1.43 1.06-1.95 

TG+GG 60 51.28 41 36.94 325 53.28 1.8 1.06-3.05 0.7 0.51-0.95 

P
A

D
I4

 

rs11203366 116  114  607        

GG 25 21.55 41 35.96 188 30.97 
0.019 

0.49 0.27-0.88 
0.556 

  

AG+AA 91 78.45 73 64.04 419 69.03 2.04 1.24-3.67     

rs11203367 111  115  608        

AA 25 22.52 42 36.52 183 30.09 
0.029 

0.51 0.28-0.91 
0.932 

  

GA+GG 86 77.48 73 63.48 425 69.9 1.98 1.10-3.55     

rs1748033 116  114  609        

GG 19 16.38 17 14.91 155 25.45 
0.856 

  
0.0023 

0.54 0.36-0.81 

AG+AA 97 83.62 97 85.09 454 74.55     1.84 1.23-2.74 

rs874881 116  117  611        

CC 27 23.28 58 49.57 152 24.88 
0.00004 

0.31 0.18-0.54 
0.0011 

1.73 1.25-2.4 

CG+GG 89 76.72 59 50.43 459 75.12 3.24 1.85-5.69 0.58 0.42-0.80 

F%= frecuencia en porcentaje, se realizó la prueba exacta de Fisher para las comparaciones de los genotipos en modelo genético dominante. * se 

incluyeron todos los individuos con AR y AR-NID. 
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Análisis de niveles de PAD2 y PAD4 respecto al modelo genético dominante en los grupos AR-NID y AR.

 
Figura 14: Análisis de PAD2 en el modelo genético dominante 

del rs2057094. 

 
Figura 15: Análisis de PAD2 en el modelo genético dominante 

del rs2076615 

 

Figura 16: Análisis de PAD2 en el modelo genético dominante del rs1005753 
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Figura 17: Análisis de PAD4 en el modelo genético dominante 

del rs11203366 

 
Figura 18: Análisis de PAD4 en el modelo genético dominante 

del rs11203367 

 
Figura 19: Análisis de PAD4 en el modelo genético dominante 

del rs1748033 

 
Figura 20: Análisis de PAD4 en el modelo genético dominante 

del rs874881 
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Análisis de polimorfismos en modelo recesivo 
Tabla 13: Análisis de SNP en modelo recesivo 

Tabla11: Análisis de SNP en modelo recesivo 
  AR-NID AR CS AR-NID vs. AR Artritis* vs. CS 
  N F% N F% N F% p OR IC p OR IC 

P
A

D
I2

 

rs2235926 83  92  356        

CC+CT 37 45.57 51 55.43 206 57.87 
0.174 

  
0.114 

  

TT 46 55.42 41 44.57 150 42.13     

rs2057094 118  111  616        

CC+TC 70 59.32 70 63.06 455 73.86 
0.589 

  
 

  

TT 48 40.68 41 36.94 161 26.14     

rs2076615 115  110  606        

AA+AC 111 96.52 106 96.36 574 94.71 
1 

  
0.364 

  

CC 4 3.48 4 3.64 32 5.28     

rs1005753 117  111  610        

TT+TG 109 93.16 109 98.19 554 90.82 
0.103 

  
0.021 

2.2 1.10-4.40 

GG 8 6.84 2 1.80 56 9.18   0.45 0.23-0.91 

P
A

D
I4

 

rs11203366 116  114  607        

GG+AG 86 74.14 98 85.96 478 78.75 
0.032 

0.47 0.23-0.92 
0.775 

  

AA 30 25.86 16 14.04 129 21.25 2.14 1.1-4.19   

rs11203367 111  115  608        

AA+GA 91 81.98 101 87.82 481 79.11 
0.265 

  
0.061 

  

GG 20 18.02 14 12.17 127 20.89     

rs1748033 116  114  609        

GG+AG 77 66.38 76 66.66 462 75.86 
1 

  
0.009 

0.63 0.45-0.88 

AA 39 33.62 38 33.33 147 23.8   1.58 1.14-2.20 

rs874881 116  117  611        

CC+CG 96 82.76 103 88.03 470 76.92 
0.271 

  
0.006 

1.76 1.17-2.64 

GG 20 17.24 14 13.08 141 22.9   0.57 0.38-0.86 

F%= frecuencia en porcentaje, se realizó la prueba exacta de Fisher para las comparaciones de los genotipos en modelo genético dominante. * se 

incluyeron todos los individuos con AR y AR-NID. 
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Figura 21: Análisis de PAD2 en el modelo genético recesivo del 

rs2057094 

 
Figura 22: Análisis de PAD2 en el modelo genético recesivo del 

rs2076615 

 
Figura 23: Análisis de PAD2 en el modelo genético recesivo del rs1005753 
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Figura 24: Análisis de PAD4 en el modelo genético recesivo del 

s11203366 

 
Figura 25: Análisis de PAD4 en el modelo genético recesivo del 

rs11203367 

 
Figura 26: Análisis de PAD4 en el modelo genético recesivo del 

rs1748033 

 
Figura 27: Análisis de PAD4 en el modelo genético recesivo del 

rs874881 
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Análisis de correlación de PAD2 y PAD4 en suero y LBA 

Se realizó un análisis de correlación de las proteínas PAD2 y PAD4 determinadas 

en suero y LBA de 22 pacientes con AR-NID. Se muestra en la figura 28 los valores 

de r2 obtenidos de cada una de las correlaciones con las principales variables que 

son tomadas en el diagnóstico de la artritis reumatoide y la neumopatía intersticial 

difusa. 

Se obtuvo una r2=0.92 (p>0.001) en la correlación de FEV1-FVC (figura 29), y 

correlaciones negativas de PAD2 en suero con las pruebas de función pulmonar 

(FEV1 y FVC), r2= -0.3.  

En las correlaciones con PAD4 en suero, se obtuvieron correlaciones positivas con 

el factor reumatoide (FR) y la proteína C reactiva (PCR), r2= 0.3. 

Análisis de correlación de SNP y proteínas PAD2 y PAD4 

Se llevó a cabo un análisis de correlación entre PAD2 en lavado broncoalveolar y 

PAD2 en suero de 22 individuos diagnosticados con artritis reumatoide y 

neumopatía intersticial difusa, así como en PAD4 en suero y LBA, estos niveles de 

PAD se analizaron dependiendo del genotipo que presentaba cada individuo, se 

obtuvieron valores de correlación de r2<0.4, de los cuales solo fueron significativos 

el rs11203366-AA con una r2=0.56, p=0.042 y el rs11203367-GG r2=0.53, p=0.043 

(figuras 30 a 36). 
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Figura 28: Gráfico de correlación de PAD2 y PAD4 en suero y LBA con variables clínicas 

 

 

Figura 29 Correlación de FEV1, FVC con un r2=0.9 y un valor de p=0.0001 
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Figura 30: Correlación de PAD2 en suero y LBA dependiente de 
los genotipos del rs2057094. El valor de r2< 0.4, p>0.05. 

 
Figura 31 Correlación de PAD2 en suero y LBA dependiente de 
los genotipos del rs2076615. El valor de r2< 0.3, p>0.05.

 

 
Figura 32 Correlación de PAD2 en suero y LBA dependiente de los genotipos del rs1005753. El valor de r2< 0.3, p>0.05. 
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Figura 33: Correlación de PAD4 en suero y LBA dependiente de los 
genotipos del rs11203366. El valor de r2< 0.4, p>0.05 en los genotipos AG 
y GG, mientras que el genotipo AA se obtuvo una r2=0.56, p=0.042. 

 
Figura 34: Correlación de PAD4 en suero y LBA dependiente de los 
genotipos del rs11203367. El valor de r2< 0.4, p>0.05 en los genotipos AA 
y AG, mientras que el genotipo GG r2=0.53, p=0.043. 

 
Figura 35: Correlación de PAD4 en suero y LBA dependiente de los 
genotipos del rs874881. El valor de r2< 0.4, p>0.05. 

 
Figura 36: Correlación de PAD4 en suero y LBA dependiente de los 
genotipos del rs1748033. El valor de r2< 0.4, p>0.05. 
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9) Discusión  

Este estudio demuestra por primera vez la participación de polimorfismos genéticos 

en la susceptibilidad a desarrollar Neumopatía Intersticial Difusa (NID) en individuos 

con Artritis Reumatoide (AR), así como el incremento en los niveles de PAD4 en 

sujetos con alelos de riesgo en los genes que codifican a esta enzima. 

Estudios epidemiológicos han demostrado que la NID es más frecuente en hombres, 

90 mientras que la AR e lo es en mujeres, 13 en nuestro grupo de participantes fue 

más frecuente la presencia de AR-NID entre mujeres, pero se presenta mayor 

severidad en hombres. 

También se ha reportado que la edad en la que se presentan estas enfermedades 

y el pronóstico en cada uno de ellos es variable. En Estados Unidos (Department of 

Health and Human Servicesse) se reportó que el 68% de individuos mayores a 65 

años que tienen enfermedad pulmonar intersticial son hombres, 7 en nuestros 

grupos de estudio se observó la NID en individuos con AR hombres en un 29.92%, 

mientras que en individuos con AR fue del 6.25%.  

Se han propuesto distintos mecanismos tratando de explicar el desarrollo de 

enfermedades pulmonares en individuos con AR, además de sexo masculino, y la 

generación de autoanticuerpos (ACPA), otros factores de riesgo descritos son los 

ambientales como el tabaquismo, y genéticos como variaciones en genes de la 

región HLA. 
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La generación de autoanticuerpos aun es un tema no muy descrito, se han 

reportado niveles de citocinas similares entre los pacientes con autoanticuerpos 

positivos vs. Negativos, sin embargo, en individuos con AR la interleucina IL-6 se 

encontró incrementada (4 veces más) en individuos con anti-CCP positivos.62 

Empleando un modelo experimental se ha descrito incremento en la respuesta de 

los ACPA (mecanismo hapteno- proteínas citrulinadas-/ acarreador), sin embargo, 

se desconoce su mecanismo de producción, algunos autores sugieren que los 

alelos HLA-DR se unen a péptidos citrulinados en los que intervienen las PAD2 y 4, 

los cuales posteriormente son reconocidos por células T, produciendo los ACPA, 

los cuales son detectados mediante anti-CCP en suero de los individuos. 91 

Por otro lado, se observó la presencia de autoanticuerpos (anti-PAD4 y anti-CCP) 

con un seguimiento desde un periodo preclínico, los cuales podían incrementar con 

el tiempo. 64 

En nuestra población de estudio, aproximadamente 45% de individuos AR-NID 

tienen anti-CCP positivos, y un 52% de individuos con AR son positivos para anti-

CCP. Los niveles de anti-CCP en individuos con AR (259 U/mL) se ven 

incrementados en comparación con los niveles del grupo de AR-NID (~77 U/mL). 

Con respecto a los factores ambientales, el tabaquismo es uno de los factores más 

estudiados, descrito en la susceptibilidad y en el desarrollo de enfermedades 

pulmonares como la NID y enfermedades autoinmunes, entre las que se encuentra 

la AR, sin embargo, se ha reportado que hasta 60% de individuos con neumopatía 

intersticial son “nunca fumadores”, lo que sugiere la existencia de otras exposiciones 
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a factores ambientales u ocupacionales que están participando en el desarrollo de 

estas enfermedades.7 

En nuestra población, los principales factores de riesgo ambientales a los que se 

exponen los individuos fueron: 1) Tabaquismo en ~25% de individuos con AR-NID, 

y en menor porcentaje en individuos con AR (12.5%). En donde por frecuencia se 

observa que mayor numero de individuos fumadores puede presentar una 

enfermedad pulmonar intersticial. 2) Exposición al humo de leña, el 24.41% de 

individuos con AR-NID y 12.5% de individuos con AR. Y 3) en menor proporción se 

encuentran exposiciones a aves, petróleo, carbón y a factores ocupacionales. Sin 

embargo, cerca del 22% y 62% de individuos con AR-NID y AR respectivamente, 

no presentan exposición a factores ambientales de riesgo, lo que demuestra la 

complejidad de estas enfermedades. 

Por otro lado, se ha propuesto que la sobrerregulación de las PAD (que confiere el 

tabaquismo) en conjunto a la actividad catalítica proporcionada por autoanticuerpos 

generados (como los anti-PAD3/4XR) provee un estímulo potenciador al efecto que 

ejercen estas patologías.92 

En la etapa erosiva de la enfermedad, se reporta que los autoanticuerpos anti- 

PAD3/4XR fueron detectados en pacientes con AR, asociados a la presencia de 

enfermedad pulmonar intersticial (detectada por imagenología), además, la 

combinación de tabaquismo con PAD3/4XR positivos fue asociado con alta 

frecuencia de enfermedad pulmonar intersticial, lo que sugiere un efecto sinérgico 
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o potenciador que podría explicar parte del mecanismo fisiopatológico de estas 

enfermedades complejas.92 

Badillo-Soto y colaboradores identificaron que la expresión de PAD2 y PAD4 es 

exclusivo en pacientes con AR.61, en los grupos de estudio se encontraron 

incrementadas (con respecto a los niveles reportados como “normales”). PAD2 se 

encuentra incrementada en individuos con AR, sin embargo, no existe una variación 

en el grupo de AR-NID, ya que son similares a los valores obtenidos en el grupo de 

individuos clínicamente sanos. 

Por otro lado, PAD4 en suero se encuentra incrementado en el grupo de AR-NID 

(8.65 ng/mL), en el grupo de AR es de 7.9 y en CS la mediana es de 1.05 U/mL, 

resulta interesante que los niveles en LBA (>10 U/mL) también se encuentran 

elevados a diferencia de la cuantificación con PAD2 que fue indetectable en algunos 

individuos. 

Se ha reportado la interacción de factores ambientales y genéticos, como los 

anteriormente mencionados, además SNP en genes que codifican a las enzimas 

PAD, en donde observaron SNP en PADI4 que predisponen a hombres fumadores 

a desarrollar artritis reumatoide.38 

También se observaron polimorfismos en la región intergénica entre PADI3 y PADI4 

que se encuentran asociados al desarrollo de AR, los cuales están relacionados 

adicionalmente con la citrulinación de histonas, lo que sugiere que estos 

polimorfismos tienen un rol importante entre la deiminación y la posterior generación 

de ACPA.93 
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Se identificaron múltiples sitios de citrulinación en PAD4 (Arg-372 y Arg-374, los 

cuales se encuentran en el sitio de reconocimiento al sustrato 94) como blancos 

potenciales de autocitrulinación que inactivan a la enzima, la cual modifica la 

estructura de PAD4 aumentando el reconocimiento por los anticuerpos humanos, 

afectando así la interacción enzima-sustrato. 

La citrulinación en el sitio de Arg-372 y Arg-374, pueden explicar una inactivación 

de PAD4, en este cambio se conserva el aminoácido lisina en esta posición, sin 

embargo, es removido el grupo guanidinio durante la citrulinación, lo cual modifica 

esta afinidad.35 

Distintos autores sugieren que la autocitrulinación regula la producción de proteínas 

citrulinadas durante la activación celular, y esto se encuentra afectado por 

polimorfismos en PADI4, donde tiene un papel importante tanto su estructura como 

la respuesta inmunológica.35 

Se estudiaron 8 polimorfismos en los genes PADI2 y PADI4 que previamente se 

habían asociado a AR y/o a NID. En PADI2 el rs1005753 se encontró asociado el 

alelo T a menor riesgo de padecer AR en poblaciones asiáticas, y el rs2057094-A, 

con un incremento en la susceptibilidad a padecer AR, 50,67 en nuestra población de 

estudio, el rs1005753-GG presenta un OR=4.91 (p=0.012), y el rs2057094-TT un 

OR=1.71 (p=0.005), los cuales se encuentran asociados a mayor susceptibilidad a 

presentar una NID en individuos con AR. Por otro lado, el rs2076615-CC se 

encuentra asociado a menor riesgo a NID en individuos con AR. 
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En PADI4 se han descrito y replicado distintos polimorfismos y haplotipos (formados 

por los mismos SNP) en distintas poblaciones: india76, sueca93, mexicana95,96, 

china97–99, francesa74, y coreana84,100 en donde se han observado asociados a AR. 

En nuestro estudio, el genotipo AA del rs11203366 (OR=3.08, p=0.004), 

rs11203367-GG (OR=2.4, p=0.023) y el rs874881-GG (OR=2.53, p=0.003) se 

asocian con susceptibilidad a neumopatía intersticial difusa en individuos con artritis 

reumatoide. Y el rs1748033-A con OR=1.7 a susceptibilidad a AR en la comparación 

con sujetos CS. 

Bang y colaboradores describen la participación de polimorfismos presentes en 

PADI4, los cuales están asociados con susceptibilidad a AR, e interacciones entre 

homocigotos al haplotipo GTG (PADI4_89, 90 y 92) de SNP en PADI4 y el alelo 

HLA-DRB1 epítope compartido (SE), los cuales se relacionan con la producción de 

anti-CCP, así como a tabaquismo y a la presencia de enfermedad erosiva de los 

mismos pacientes.100 

Este haplotipo se ha descrito de susceptibilidad a desarrollar AR en individuos 

fumadores con ACPA positivos y alelos HLA positivos con SE.68,100 Sumando el 

riesgo que tiene cada uno de los SNP de manera individual, estos SNP tienen un 

desequilibrio de ligamiento alto, descrito en distintas poblaciones. 

En nuestro grupo de estudio se obtuvo el haplotipo GACA (OR=1.395, p=0.004) de 

susceptibilidad a NID en individuos con AR, y el AGGA (OR=0.116, p=0.009) 

asociado a menor riesgo a NID en individuos con AR. Los haplotipos obtenidos 

tienen un alto desequilibrio de ligamiento, con un valor de r2 ≥ 0.80. 
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Como ya se mencionó anteriormente, la citrulinación de proteínas es llevada a cabo 

por las enzimas PAD, la cual se encuentra desregulada en los individuos con AR 

incrementando los niveles de estas proteínas. Se ha descrito que incrementan su 

función con un incremento de calcio, sin embargo, puede estar inducida por 

proteínas con un papel similar al calcio para abrir canales/poros y aumentar las 

concentraciones induciendo así el incremento en la actividad de las enzimas 

PAD.101 

En AR se ha descrito que PAD2 y PAD4 se ven expresadas en macrófagos 

sinoviales y leucocitos,40,102–105 además se ha descrito en la exacerbación de 

inflamación en pulmones en modelo animal, en donde PAD4 contribuye a TNF-α 

con la inflamación en articulaciones.106 

Tomando en cuenta las proteínas PAD2 y PAD4, dependiendo de los polimorfismos 

presentes en los genes que las codifican y los factores de riesgo (exposiciones 

ambientales) de los individuos con las enfermedades se observó que los niveles de 

PAD2 se encuentran incrementados en individuos con AR y en individuos 

fumadores con >10 ng/mL en ambos grupos. 

Los niveles de PAD4 en individuos CS son menores a 10 ng/mL 

independientemente de su exposición a factores de riesgo, sin embargo, en los 

individuos con AR que se exponen al humo de leña los niveles son de ~50 ng/mL y 

en el grupo de AR-NID de 2 ng/mL. 

En el caso de los individuos con tabaquismo, los niveles de PAD4 en el grupo de 

AR son de 3 ng/mL y en AR-NID de 30 ng/mL. Esto que indica que los niveles de 
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PAD dependientes de las exposiciones a distintos factores de riesgo son muy 

variables, sin embargo, se observa que los niveles de PAD4 incrementan en 

individuos fumadores con AR-NID y PAD2 se encuentra incrementada en individuos 

con AR. 

Adicionalmente, los niveles de PAD4 se encuentran incrementados en individuos 

con AR-NID que tienen el genotipo AA del rs11203366, este efecto del polimorfismo 

se puede observar con el modelo recesivo, asociado a un incremento en la 

susceptibilidad a NID. 

Con el tiempo se permitirán realizar comparaciones más fiables de la incidencia y la 

prevalencia de estas enfermedades, y también se facilitarán los estudios que se 

lleven a cabo en el futuro para determinar el rendimiento de las técnicas 

diagnósticas existentes. 

.  
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10) Conclusiones  

Los polimorfismos rs11203366, rs11203367, rs874881 en PADI4 y rs1005753 en 

PADI2, se encuentran asociados al desarrollo de NID en pacientes con AR, los 

cuales modifican los niveles de PAD4 en suero de pacientes con AR-NID. 

 

No existe una correlación entre los niveles de PAD2 y PAD4 en suero y LBA. 

 

Los polimorfismos rs1748033 en PADI4, rs2057094 y rs2076615 en PADI2 se 

encuentran asociados al desarrollo de AR, pero no a NID. 
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Carta de consentimiento Informado 
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Informe de confidencialidad de datos personales 
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Consentimiento bajo información de investigación 
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Anexo 2 
 

 
Figura 37: PAD2 en genotipos del rs2057094 en los grupos AR-NID y AR 
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