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FORMATO UNICO PARA ENTREGA DE LOS TRABAJOS DE GRADO

TiTULO:
ASOCIACION ENTRE MANIFESTACIONES CLINICAS DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES
CON LOS POLIMORFISMOS DE PTPN22, STAT4, CTLA-4 EN POBLACION COLOMBIANA

TITLE:
ASSOCIATION BETWEEN CLINICAL MANIFESTATIONS OF AUTOIMMUNE DISEASES WITH
THE POLIMORFISMOS OF PTPN22, STAT4, CTLA-4 IN COLOMBIAN POPULATION

RESUMEN

Las enfermedades autoinmunes (EAI) afectan al 5% de los seres humanos y constituyen
uno de los problemas de salud mas frecuentes y menos entendidos en la actualidad. Son
enfermedades multifactoriales en las cuales estdn involucrados factores genéticos vy
ambientales aun no esclarecidos. Estudiamos el gen PTPN22 importante en EAI, que
codifica para la proteina intracelular LYP, la cual inhibe la seializaciéon del TCR después de
gue este se une al complejo péptido-CMH. Después de esta primera sefial el TCR necesita
una segunda sefial de activacion que es producida por la molécula coestimuladora CD28;
esta sefial es inhibida por la molécula CTLA4 (Antigeno 4 asociado al LT citotéxico) gen que
también estudiamos. El tercer gen que estudiamos es el STAT4 un factor de trascripcién
gue transmite sefiales inducidas por varias Interleuquinas claves como IL 12 que
promueve la diferenciacion de células T a Thl e IL 23 la cual facilita la proliferacion de las
células Th17. Ambos tipos de células son pros inflamatorias y estan involucradas en la
patogénesis de estas enfermedades. El objetivo general de esta tesis fue contribuir al
estudio de las bases genéticas de algunas enfermedades autoinmunes como AR, LES y
Escleroderma (Es) mediante un estudio de casos-controles y genes cuya funcién esta
involucrada en la etiopatologia de estas enfermedades. Los pacientes y controles sanos
que estudiamos eran procedentes de la costa Atlantica (Barranquilla) y de la regién central
de Colombia (Bogota). Se utilizéd una cohorte con suficiente tamafio muestral para realizar
un estudio de asociacidn con buen poder estadistico. Para la genotipificacion se uso PCR-

en tiempo real con sondas de hibridacién e hidrdlisis. Luego de estudiar éstos genes,
1



encontramos una asociacion entre el Polimorfismo R620W del gen PTPN22 con AR y LES,
no obstante el Polimorfismo no se asocia con ES. Esta asociacidon es de especial relevancia
ya que el estudio de LM Gémez y col, en poblacién colombiana no mostrd asociacion con
AR; nosotros replicamos la asociacién con LES y AR en nuestra poblacion y en Caucasicos.
También se encontrd que el SNP rs7574865 de STAT4 estd asociado a la poblacion de AR
Bogotd y Barranquilla. Este SNP también estd asociado a LES. Finalmente nosotros no
encontramos evidencia de asociacion con el polimorfismo CT60A/G de CTLA4 y
autoinmunidad, por lo tanto sugerimos que este gen no juega un papel critico en la

predisposicién genética para desarrollar AR o LES en nuestra poblacién.

Palabras Claves: EAI, PTPN22, CTLA4, STAT4, SNP.

SUMMARY

Autoimmune diseases (AD) are present in 5% of the human population and they are
currently one of the most common and less understood health problems. The
pathological process in these entities is due to a combination of genetic and
environmental factors which are not yet completely clear. We studied the PTPN22 gene;
which inhibits TCR signaling. After this first signal, the TCR needs a second activation
signal which is produced by the costimulatory molecule CD28, this signal is inhibited by
the CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte associated antigen 4) molecule, another gen we
studied. The Third studied gene was STAT4, which codifies a transcription factor that
transmits signals induced by various key interleukins, such as IL 12, which promotes
differentiation of T-cells to Th1, and IL 23 which facilitates proliferation of Th17 cells. Both
types of cells are pro inflammatory and are involved in the pathogenesis of these diseases.
The general objective of this thesis is to contribute to the study of the genetic basis for
some AD such as RA, SLE and SCL by performing a case-control study and genes involved in
the pathogenesis of these diseases. The patients and healthy control in the study came

from the Atlantic coast of Colombia (Barranquilla) and the central region of the country



(Bogota). We used a cohort of enough sampling size to perform an association study with
good statistical power. After studying these genes, we found an association between the
R620W polymorphism of the PTPN22 gene with RA and SLE; however the polymorphism is
not associated with Scl. This association is of special relevance since a study from LM
Gomez et al, showed no association with RA in the Colombian population. We also
replicated the association with SLE and RA in our population and in Caucasians. In
addition, we found that the SNP rs7574865 from STAT4 is associated to the RA population
of Bogota, and Barranquilla. This SNP is also associated with SLE. Finally we did not find
evidence of association with the CT60A/G polymorphism of CTLA4 and autoimmunity;
therefore, we suggest that this gene does not play a critical role in the genetic

predisposition to develop RA, SLE or Scl in our population.

Key Words: AD, PTPN22, CTLA4, STAT4, SNP.



INTRODUCCION

La autoinmunidad es una condicién en la cual el huésped organiza una respuesta inmune
contra lo propio. Es la perdida de la tolerancia, pudiéndose definir tolerancia como el
reconocimiento por parte del sistema inmune de antigenos propios sin generar
enfermedad. La enfermedad autoinmune (EAI) es un sindrome clinico causado por la
pérdida de la tolerancia inmune caracterizada por la activacién de las células T o de las
células B, o ambas, que conducen a dafio tisular en ausencia de una causa evidente. Estas
enfermedades afectan al 5 % de los seres humanos siendo incapacitan tés graves y aun
mortales algunas de ellas. En la ultima década los investigadores se han dedicado al
esclarecimiento de los mecanismos responsables de estas enfermedades para buscar asi
mejores enfoques terapéuticos. Dichas enfermedades son multifactoriales donde se ven
involucrados factores genéticos y ambientales, es evidente que tienen un componente
genético fuerte ya que se ve con frecuencia en familias donde se encuentra agregacion
familiar. El patrén de herencia de las EAl es complejo, indicando que multiples genes se
encuentran involucrados en su etiologia. No se puede desconocer el hecho que genes del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), en particular del sistema de antigenos
leucocitarios humanos (HLA), han sido consistentemente implicados como importantes
factores de riesgo genético asociados a las EAl. Este hecho data de los afios 70 con el
descubrimiento de la asociacidon entre el HLA-B27 y la espondilitis anquilosante y el HLA-
DR4 con la Artritis Reumatoide (AR). Los alelos del Locus HLA-DRB*1 llamados epitopo
compartido son los que muestran una asociacién mas fuerte con AR. Sin embargo, para
ninguna de estas entidades la predisposicidon genética conferida por el HLA es suficiente
para el desarrollo de las mismas, dado que son enfermedades complejas, en las cuales se
requiere el concurso de varios genes y de factores medioambientales. Los factores que
han sido implicados en el desarrollo de las EAI, incluyen agentes infecciosos,
medicamentos, sustancias quimicas, toxinas y luz ultravioleta. La luz ultravioleta es
conocida como factor inductor del lupus eritematoso sistémico (LES), las lesiones cutdneas

de esta enfermedad se limitan a las aéreas expuestas a luz solar. El tabaquismo y la
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obesidad pueden incrementar el riesgo de desarrollar artritis reumatoide (AR). Las
temperaturas bajas estan relacionadas con la induccién de la diabetes mellitus insulino

dependiente (DMID). Los farmacos pueden inducir Lupus y vasculitis de hipersensibilidad.

Hasta hace poco no se habian identificado otros genes que influyeran en la predisposicién
a desarrollar AR a pesar de que la region HLA solo tuviera el 30% del componente
genético. Gracias a estudios de asociacién, de ligamiento, de desequilibrio de transmisién
y estudios de asociacidn a través de todo el genoma se han podido identificar nuevos
polimorfismos de genes involucrados con susceptibilidad a desarrollar AR. Estos genes

contribuyen cada uno en una forma modesta al desarrollo de la enfermedad.

Son varios los genes que recientemente se han asociado con el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, entre ellos: protein tyrosine phosphatase, non-receptor type
22 (PTPN22), cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4) y el signal transducer
and activator of transcription 4 (STAT4) entre otros. En el presente estudio se estudian los
polimorfismos de los genes PTPN22, CTLA4, STAT4 que se escogieron de acuerdo a su
funcionalidad. PTPN22 es un gen importante en autoinmunidad ya que codifica para la
proteina intracelular especifica de linfocitos Lyp, la cual inhibe la via de sefalizacién del
TCR después que este se une al complejo péptido-CMH. Después de esta senal de
activacion la célula T necesita una segunda sefial dada por moléculas coestimuladoras
como CD28, sefial que es inhibida por CTLA 4. STAT 4 el tercer gen en estudio es un factor
transductor de sefial del TCR y factor de transcripcién, también involucrado en la
diferenciacién de las células TH17 a través de la IL 23. Las células TH17 estan involucradas
en procesos inflamatorios. Para este estudio trabajamos con pacientes de AR, LES vy

escleroderma (Sc).



1 MARCO TEORICO

El sistema inmune normal estd encargado de reconocer y responder para eliminar
antigenos no propios como patdégenos, mientras que es capaz de tolerar y no reaccionar
adversamente contra las moléculas o sustancias propias potencialmente antigénicas
(autoantigenos). La discriminacidn entre propio y no propio es el fendémeno de tolerancia
inmunoldgica. La pérdida o anormalidad del proceso de tolerancia genera una respuesta
inmune contra autoantigenos, lo cual generalmente conlleva a un proceso patolégico

denominado autoinmunidad.

La autoinmunidad es un sindrome clinico causado por la activacion de las células T o de las
células B, o ambas, que conducen a respuestas celulares o produccion de autoanticuerpos

gue causan dafio tisular en ausencia de una causa evidente (2. (Figura 1).

Figura 1. Establecimiento de la tolerancia Inmunoldgica y su falla: La generacién de un
repertorio de células inmunes en los 6rganos centrales Timo y Medula Osea, es
acompafada de una delecion de LT autorreactivos por apoptosis. Algunos LT
autorreactivos escapan a esta seleccidn y son controlados por la tolerancia periférica. La
tolerancia puede fallar por la interaccién de genes de susceptibilidad y factores
ambientales produciendo enfermedades autoinmunes. Modificada de BMIJ Volume 321
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Las respuestas especificas inmunes y autoinmunes involucran los mismos elementos: a)
Un antigeno o auto-antigeno; b) Una respuesta donde interactian familias o repertorios
de células que incluyen células presentadoras de antigenos, LT y LB; c) moléculas
mensajeras, Citoquinas, Quimoquinas y sus receptores; d) sefializacion y moléculas

coestimulatorias en la superficie de la célula.

La Tolerancia Inmune es mantenida por varios mecanismos incluyendo eliminacién de
linfocitos autorreactivos, que han adquirido receptores para moléculas propias mediante
el proceso de maduracion en los érganos generativos como el timo y la medula ésea. El
mecanismo identificado hasta el momento para la eliminacién de células B autorreactivas,
productoras de autoanticuerpos, corresponde a una delecién clonal de células B
inmaduras, a nivel de la médula dsea, en el bazo y en los nédulos linfaticos. El control en
estas células también puede generarse por inactivacion funcional del linfocito (anergia) y
reedicién del BCR, mecanismo por el cual se cambia la especificidad de este receptor al

encuentro con un auto—antl'geno (1, 2).

Los mecanismos de control de los LT se generan en dos niveles; el nivel superior es la
“tolerancia central” que se desarrolla en la vida fetal, y el nivel inferior de la “tolerancia

periférica” que se desarrolla postnatalmente como un proceso de reserva®®"

1.1 TOLERANCIA CENTRAL

La tolerancia central se refiere a aquellos eventos que ocurren en la vida temprana de los
linfocitos, donde aprenden a reaccionar con los antigenos durante la linfopoyesis en los

organos linfoides centrales como la médula dsea (linfocitos B) y el timo (linfocitos T).

El Timo es un drgano linfoide central, vital donde la mayoria de linfocitos T son generados

(3, 4).

de células linfoides progenitoras Las células T que se desarrollan en el timo primero

expresan el receptor antigénico de célula T (TCR). Luego sufren dos tipos diferentes de
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seleccion basada en el enlace del TCR a complejos autopéptido-Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CHM) y son presentados por células epiteliales del timo o células
dendriticas. Las células T que se enlazan al complejo autopéptido-CMH clase | o clase Il

son seleccionadas, proceso conocido como Seleccion Positiva, mientras las células T que se
desarrollan y fallan en enlazar los complejos autopéptido-CMH mueren por apoptosis(s)‘
Las células T positivamente seleccionadas sobreviven y migran a la unién cortico-medular
y luego al area medular del timo, donde sufren un proceso de Seleccion Negativa por el
cual las células T, cuyo receptor lleva alta afinidad para enlazar complejos autopéptido-
CMH son delecionadas por células dendriticas (CDs) o células epiteliales en la médula
timica. Sélo las células T que llevan TCR de baja afinidad para enlazar dichos complejos,

45 No todos los

con mayor probabilidad maduran y emigran al tejido linfoide periférico
mecanismos de tolerancia central delecionan todas las células T autorreactivas, algunas
escapan a la periferia. También se seleccionan positivamente poblaciones de Células T
reguladoras (T reg.) CD4+ de mediana a alta afinidad en el timo, que migran a la periferiay
permiten a células T activas frenar respuestas inmunes contra antigenos que son

reconocidos como propios (4). (Figura 2).

En condiciones fisiologicas normales el desarrollo de células Tgeg en el timo y su

exportacion fuera del timo parece ser ligeramente retrasado comparado con el de las

).

células T convencionales " Resultados de varios experimentos evidencian que las CDs

inmaduras inducen la generacion de células Treg ) Estudios recientes demuestran que las
CDs mieloides son las responsables de la seleccién negativa en el timo y establecen la

tolerancia a autoantigenos ()} También estan involucradas en la seleccién de células T de

8).

mediana a alta afinidad y en su conversion a células Tgeg ( Adicionalmente el

microambiente timico determina si las DCs toman un papel negativo o positivo en la

seleccién de un timocito "



Figura 2. Un modelo unificado de tolerancia central en el timo. (i) Las células T que se
desarrollan en el timo experimentan la seleccidn positiva primaria en la corteza por las
células epiteliales corticales (CEC); (ii) las células T seleccionadas positivamente migran a
la médula; (iii) las células T autorreactivas de baja afinidad pueden escapar a la seleccién
negativa por células epiteliales medulares (CEM) o CDs inmaduras. Las células T
seleccionadas podrian requerir una segunda seleccion positiva por LPST-CDs, que
proporcionaria una sefalizacién sostenida del TCR y una coestimulacién, permitiendo su
maduracion y luego su exportacién a la periferia como células T naive convencionales; (iv)
Las células T autorreactivas de alta afinidad sufren seleccion negativa después de enlazar
antigenos presentados por células epiteliales de la medula o CDs inmaduras del timo; (v) y
las células T autorreactivas de alta afinidad sufren una seleccidon positiva secundaria
cuando enlazan antigenos presentados por CDs timicas activadas por linfopoyetina
estromal timica (LPST).
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La linfopoyetina estromal timica (LPST) determina este microambiente. La LPST es
expresada por las células epiteliales de los corpusculos de Hassall’'s (HCs) que se
encuentran en la medula del timo humano. Se encontrd que esa LPST activa fuertemente
a CDs aisladas del timo humano y la expresidon de esta por los HCs se asocid a una

subpoblacion de DCs en la medula timica 9.

Las CDs activadas por LPST inducen una proliferacion homeostatica robusta de células
Tnaive CD4+, debido a su capacidad de formar un conjugado fuerte y prolongado con
células T autdlogas CD4+. Usando el mismo mecanismo de induccién homeostdtica de
proliferacion de células T periféricas, las CDs activadas por la LPST podrian proporcionar
sefiales fuertes de supervivencia a las células T autorreactivas de media a alta afinidad, y

por lo tanto podrian cambiar de seleccién negativa a seleccidn positiva secundaria 5, 9).

1.2 TOLERANCIA PERIFERICA

El sistema inmune posee varios mecanismos para prevenir la activacién de los linfocitos
autorreactivos que escapan de la seleccion negativa estos incluyen: Ignorancia

. ;. . . .z , 1 .
inmunolédgica, anergia, apoptosis y regulacion por células TReg( 3

Ignorancia Inmunoldgica: Los linfocitos autoinmunes son secuestrados por antigenos
detrds de barreras celulares o vasculares. Esto ocurre porque las células muertas por
apoptosis evitan la salida de componentes autoantigénicos intracelulares y por la
presencia de moléculas de sefializacion en la superficie de linfocitos T autoinmunes (pero

no activados) que no permiten la entrada de células en el tejido parenquimatoso (10)

Anergia: Esta representa un estado inestable de detencién metabdlica que afecta a

1) Esto puede ocurrir cuando el linfocito

linfocitos que pueden conducir a apoptosis
recibe una sefial antigénica pero no recibe la segunda coestimulatoria que es necesaria

para la activacion. La anergia es un estado tolerogénico protector, después de la
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interaccidon entre célula T autoinmune y un autopéptido en una célula parenquimatosa

que no es competente para entregar una sefial coestimulatoria *> **

Apoptosis: Es un mecanismo fisiolégico diferente de la muerte celular patoldgica y es
importante para mantener la autolerancia. Actualmente se sabe que Linfocitos T maduros
van a apoptosis al ponerse en contacto con un antigeno cognado. Dicho mecanismo
parece ser importante no solo para mantener la autotolerancia sino para limitar la clona
de linfocitos reactivos hacia cualquier antigeno. Dos familias de proteinas median la
apoptosis: las cisteina-aspartato-proteasas (caspasas) que son activadas cuando en la
superficie celular se une una molécula Fas CD95 a su ligando fas L, o cuando el factor de
necrosis tumoral (TNF) se une a su receptor (TNFR). La otra familia es Bcl2 que contiene
aproximadamente 20 proteinas, entre las cuales Bcl2 protege de apoptosis lo propio,
mientras que las otras proteinas promueven la apoptosis. La apoptosis normalmente
elimina linfocitos auto-reactivos y las mutaciones génicas que interrumpen la apoptosis

conducen a autoinmunidad % 2 1%

Linfocitos T reguladores: Las células T autorreactivas que escapan de la seleccién negativa
son reguladas en los 6rganos linfoides periféricos por las células Tgeg, Se ha demostrado
gue aparte de la delecién clonal y anergia, el control de células autorreactivas mediado
por células T, contribuye al mantenimiento de autotolerancia inmunolégica natural "
Objetivo de estudios recientes, han sido las células Treg. CD4+ naturales, que coexpresan la
cadena a del receptor de interleucina-2 (CD25). La delecion de células T CD4+ CD25+
conduce al desarrollo espontdaneo de varias enfermedades autoinmunes en animales
genéticamente susceptibles después de timectomia en el dia 3 de vida, y la transferencia
de CD4+ y CD25+ previene el desarrollo de autoinmunidad érgano-especifica. En otros
modelos se ha visto el control de rechazo al trasplante. Las células T CD4+ CD25+ son
células anérgicas, no proliferan ni producen citoquinas incluyendo la citoquina 2 al

(16).

estimulo del TCR La manera mas caracteristica de diferenciar las Tgeg, €5 precisamente

por la expresidn constitutiva de CD25, aunque pueden expresar otros marcadores de
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superficie como: CD134 (OX 40), GITR (receptor del TNF inducido por glucocorticoides o
TNFRSF18), CD103, galectina y CTLA-4. El factor de transcripcién FOXP3, es una molécula
especifica de Treg, la cual inhibe la producciéon de IL-2 en células CD4+ activadas y mas
recientemente la neurofilina-1, entre otras (A719)- | 3 neurofilina-1 es una molécula que ha
despertado curiosidad entre diversos investigadores porque hasta el momento parece ser

especifica de Treg (1,19).

Los mecanismos por los cuales actian las células Treg, SON a través de moléculas como
CTLA-4, que tiene la capacidad de inhibir la coestimulacion y frenar la respuesta de los
linfocitos T. del sistema inmune. No obstante, se han definido claramente dos tipos de

células T,es. Naturales e inducidas (1, 20).

Las “Tgeg Naturales” son CD4+CD25+ y son producidas en el timo como una subpoblacién
de linfocitos T ©- Este subgrupo también esta presente en la periferia en estado virgen,
denomindndose “Tgeg Intrinsecas”. Las “Treg Inducidas” son de varios tipos: Las que se
originan de las células CD4+ virgenes inducidas en la periferia, llamadas Th3 o Trl. La
proliferacion de ellas es el resultado de la exposicidn al antigeno en presencia de IL-10 y/o
TGF-B. - Algunos clones de células T generados en presencia de IL-10, o por el contacto
con células dendriticas inmaduras o células tumorales. Estas producen un perfil de
citoquinas diferente a los clasicos Th1/Th2, como IL-5, IL-10, TGF-B e IFNy, pero nunca

producen IL-2 o IL-4 #1%?

Los mecanismos de accion de las Treg Intrinsecas CD4+ CD25+ se desconocen en su
mayoria. Estudios in vitro, han mostrado inhibicién de respuestas proliferativas de
linfocitos T CD4+ y CD8+, por mecanismos diferentes que son independientes del TGF-B y
de IL-10 *® Posteriormente se demostrd que el bloqueo de CTLA-4 o de CD25 no inhibe la
actividad supresora de estas células. Varios estudios han sugerido que la supresion ocurre
por un mecanismo dependiente del contacto célula-célula y que es independiente de la

produccion de moléculas solubles 26"
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1.3 ARTRITIS REUMATOIDE

1.3.1 Etiologia

La etiologia aun no esta totalmente esclarecida. Se considerada como una enfermedad
multifactorial donde el 60% se atribuye a factores genéticos y el 40% a factores
ambientales. La agregacién familiar confirma su origen genético y susceptibilidad
heredada. La prevalencia de la AR en familiares de pacientes puede llegar hasta un 12%
mientras que en la poblacién mundial es del 1%. Se ha sugerido que la enfermedad
aparece por una reaccion autoinmune desencadenada por un agente infeccioso u otros
factores ambientales como cigarrilo o embarazo en personas genéticamente

predispuestas.

1.3.2 Caracteristicas de la Enfermedad

La artritis reumatoide (AR) es la enfermedad inflamatoria mds comudn y la mas frecuentes
de la enfermedades autoinmunes sistémicas. Afecta todas las articulaciones del
organismo de manera simétrica, principalmente las que estan en movimiento, inflamando

el tejido sinovial.

Figura 3. Articulaciones que pueden estar comprometidas.




Es una enfermedad heterogénea con una expresion clinica variable, que puede ir desde
una artritis suave auto-limitante hasta una enfermedad sistémica de progresién rapida (2.
Las manifestaciones articulares pueden ser catalogadas como reversibles relacionadas con
la inflamacion sinovial y las irreversibles con dafios estructurales causados por la sinovitis
crénica y aparecen con la progresion de la enfermedad. La membrana sinovial que es fina,
estd engrosada por edema e infiltrado inflamatorio, aumento del nimero y tamafio de las

células sinoviales y formacion de tejido hiperplasico (pannus), que acaba erosionando el

cartilago, el hueso, la capsula y los ligamentos.

Figura 4. Radiografia de manos con Artritis Reumatoide: Destruccion de las
articulaciones, erosiones del Hueso y osteoporosis asociada.

B9 También se

En el 80% de los pacientes con artritis reumatoide se encuentra FR+
encuentran los anticuerpos anti-citrulina con un potencial mayor para AR. Estos
anticuerpos ayudan al diagnéstico temprano de la enfermedad con alta especificidad casi

d.®

el 100%, también son pronostico de severidad de la enfermeda Otros factores

pronédstico de severidad son: Presencia de alelos del epitopo compartido del HLA, )
desarrollo temprano de erosiones articulares, presencia de anticuerpos anti-factor
reumatoide (FR), numero elevado de articulaciones afectadas y manifestaciones extra-

articulares. (Tabla 1).
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Tabla 1

Manifestaciones extra-articulares de AR

Organo Manifestacién

Piel Nodulos reumaticos, vasculitis

Oral Resequedad (sintomas de Sica)

Ojos Querato-conjuntivitis, Uveitis, Episcleritis, (sintomas de Sica)

Respiratorio  Fibrosis pulmonar, derrame pleural

Cardiaco Pericarditis, miocarditis, formacién de nédulos valvulares
Neurolégico  Mononeuritis, compresién medular, neuropatias
Hepdtico Niveles elevados de aminotransferasa

Hematoldgico Anemia, trombocitosis, leucocitosis, linfoadenopatia

Vasculares Vasculitis, ulceras en las piernas

1.3.3 Sintomas Clinicos

Inflamacidén de las articulaciones, dolor, rigidez matinal, debilidad, deformidad, cansancio,
malestar, rubor, fiebre, pérdida de peso, depresidn, articulaciones blandas al tacto,
engrosamiento sinovial, efusién (al principio), eritema (al principio), dificultad de
movimientos, anquilosis y subluxacidn. La distribucidn es simétrica, distal mas
comunmente que proximal, PIF, MCF/MPT, mufeca/tobillo mas comuinmente que

tobillo/rodilla, hombro/cadera

PIF= Proximal interfalangica, MFC= Metacarpofalangica, MTP= Metatarsofalangica.

1.3.4 Aspectos Epidemiologicos

La AR es una enfermedad frecuente con una prevalencia en la poblacion mundial del 1%.
La enfermedad afecta mds a las mujeres que a los hombres en una proporcion 3:1. La
prevalencia varia segun la regién, en los paises del norte de Europa la incidencia es mas
alta que en los paises del sur, mientras que en el sur de Africa en el 4rea rural es bastante
baja. En Latinoamérica es del 0.5%. La AR puede aparecer a cualquier edad pero es mas

frecuente entre los 50 y los 70 afios, la incidencia aumenta con la edad (30, 31).
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1.3.5 Diagnostico de la AR

El diagnostico se hace en base a los criterios definidos por el Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) en 1987. (Tabla 2). La AR es definida por la presencia de 4 o mas
criterios. Los criterios 1 a 4 deben haber estado presentes durante al menos 6 semanas.
Los nuevos criterios demostraron una sensibilidad del 91-94 % y especificidad del 89 %

para AR cuando fueron comparados con sujetos sanos como control.

Tabla 2
Criterios del ACR para clasificacion de AR

Criterio Definicion

1. Rigidez matutina. Eny alrededor de las articulaciones durante al menos 1 hora
antes de la mejoria

2. Artritis en 3 0 mas Al menos 3 articulaciones con tejido blando o fluido detectado

Articulaciones. por un médico, las 14 posibles aéreas son PIF,MCF,MPT , mufieca

codo, rodilla y tobillo izquierdo o derecho

3. Artritis de manos. Inflamacion en al menos un drea en articulaciones de mufieca,
PIF o MCF

4. Artritis simétrica. Implicacién simultanea de las mismas areas (como se ha definido
en 2.) en ambos lados del cuerpo (se acepta implicacidn bilateral
de PIF, MCF o MPT sin simetria absoluta)

5. Nodulos reumaticos Noédulos subcutaneos sobre prominencias dseas en zona de los
extensores o en regiones yuxta-articulares

6. Cambios radioldgicos. Cambios radioldgicos en radiografias antero-posteriores de manos
y muiiecas que deben incluir erosiones éseas o descalcificaciones
dseas inequivocas localizadas en las articulaciones afectadas

7. Factor reumatoide positivo. Niveles altos de factor reumatoide en suero

1.3.6 Evolucion

Es muy variable. Los pacientes presentan funcionalidad mantenida y hay sintomas

fluctuantes (mejorias y exacerbaciones). El prondstico a largo tiempo es malo, pueden
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llegar a edad avanzada, pero con un gran costo personal, social y econdmico ya que llegan
a sufrir distintos grados de discapacidad. La productividad es bastante baja pues el 80%
de los pacientes son incapacitados después de los 20 afios, con una expectativa de vida
reducida entre 3 y 18 afos. Los costos médicos de la AR en Estados Unidos por paciente
tienen un promedio de US $5.920 por afio y en el Reino Unido el costo por afio es de

£2500 por paciente. (52)

1.3.7 Tratamiento

Medidas generales y rehabilitacién: El reposo articular disminuye la inflamacién, pero el
reposo prolongado favorece la rigidez. Lo ideal es la alternancia reposo-ejercicio. Hay
férulas que ayudan a aliviar el dolor y previenen la deformidad. La cinesiterapia mantiene
el recorrido articular y la fuerza muscular. La termoterapia e hidroterapia disminuyen la

contractura muscular y benefician las actividades de la vida diaria.

Fdrmacos: Los mas empleados son los antiinflamatorios no esteroides AINEs y los
farmacos reumaticos o modificadores de la enfermedad DMARDs. Estos farmacos
controlan la manifestacién clinica, disminuyen la progresién del dafio articular y modulan
la inflamacion. No se sabe el mecanismo intimo de accién en la respuesta inmune. Entre
los DMARDSs sintéticos estad el metotrexate, recientemente se usan agentes bioldgicos que
blogquean la accidon de las citoquinas inflamatorias como leflunamida; inhibidores del
factor de necrosis tumoral a (TNFa) como etanercept, infliximab y adalimumab (33, 34)
También se emplean corticoides por via sistémica (oral, intravenosa). Infiltraciones intra-

articulares de corticoides alivian a corto plazo, pero no se deben aplicar mucho porque

dafan el cartilago articular. Se usan principalmente en fase aguda.
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1.3.8 Patogénesis y alteracion de la respuesta inmune

1.3.8.1 Formacion del pannus

La artritis reumatoide es una enfermedad crdnica Inflamatoria cuyos objetivos principales
son la membrana sinovial, el cartilago y el hueso de las articulaciones. Después del inicio
de la enfermedad la membrana sinovial, que normalmente es hipocelular, comienza a
volverse hiperplasica y consta de una capa de revestimiento superficial de macréfagos y
fibroblastos sinoviales, cubriendo una zona intersticial que contiene un infiltrado de
marcadores celulares los cuales incluyen ademas células T CD4+ y CD8+, natural Killers
(NK), células B y células plasmaticas. El sinovio inflamado (pannus) invade el cartilago
adyacente y produce la erosién del hueso y la destruccidn articular mediada por la
actividad de los osteoclastos, condrocitos y fibroblastos sinoviales. La interface entre el
pannus y el cartilago es ocupada por macroéfagos activados y fibroblastos sinoviales que

expresan mataloproteinasas en la matrix (35, 36). (Figura 5).

Este tejido invade y destruye el cartilago y el hueso adyacente. El pannus consiste de
sinoviocitos tipo A, tipo B y células .plasmaticas. Las células de la capa sinovial se designan
como: tipo A (macréfagos sinoviales), tipo B (fibroblastos sinoviales). Los monocitos,
macrofagos, fibroblastos, y células T liberan numerosas citoquinas cuando son
estimuladas, la mayor parte de estas citoquinas, incluyendo el TNFa vy la interleuquina-1,

pueden encontrarse en el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide.

Figura 5. Patogénesis de la artritis reumatoide: En la articulacién de la rodilla normal, el
sinovio consiste de una membrana sinovial (una o dos capas celulares) y subyacente el
tejido conectivo laxo. En AR temprana, la membrana sinovial se engrosa debido a la
hiperplasia y la hipertrofia de las células de la capa sinovial. Una red extensa de nuevos
vasos sanguineos se forma en el sinovio. Las células T (CD4+) y las células B infiltran la
membrana sinovial. Estas células también se encuentran en el liquido sinovial, junto con
gran nimero de neutrdéfilos. En AR temprana, la membrana sinovial comienza a invadir el
cartilago. En AR establecida, la membrana sinovial se transforma en tejido inflamatorio, el
pannus.
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1.3.8.2 Células T sinoviales funcion y produccion de Citoquinas

Estas células se han implicado en la patogenia de la artritis reumatoide en virtud de la
asociacion genética de esta con el CMH vy la fosfatasa intracelular PTPN22, también al
hallazgo de células T en el sinovio inflamado, evidencias encontradas en varios modelos

animales de AR ¢

Amplios estudios basados en modelos murinos de AR han considerado que la
enfermedad estd mediada por células T helper tipo 1 (Th1). Por lo tanto una poblacidn
de células T que producen citoquinas proinflamatorias y quimoquinas como el
Interferon-y (IFNy) ,y el Factor de Necrosis Tumoral-a (TNFa) y la linfotoxina-B (LTPB)

7). . / .
B7- Estudios mas recientes en modelos

median la inflamacién y el dafo articular
animales han evidenciado una nueva citoquina IL17 producida por una subpoblacién de
células T, recientemente caracterizadas como Th17, que tienen un efecto inflamatorio
crucial en AR ®® 1L-23 induce la diferenciacién de las células T naive CD4+ en células Th
17/ ThIL-17 por un mecanismo diferente de las vias de diferenciaciéon de células Thl y
Th2. Para la diferenciacion a células Thil, intervienen los factores de transcripcion
STAT1, STAT4, Tbet (en ratones) y para Th2 interviene STAT6. Estos transductores de
sefiales no son requeridos para la diferenciaciéon de Th17. El factor de sefalizacion

esencial auin no se conoce %" También existe la hipdtesis que el TGFB y la IL6 inducen la

diferenciacién de estas células Th17 ademas de la IL 23 3536 (Figura 6).
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Las células T sinoviales pueden ser activadas por el TCR (al ser este activado por el
complejo péptido-CMH), vias de coestimulo y por estimulos dirigidos por receptores de
Citoquinas o receptores Toll-Like (TLR) (Figura 6). El entorno sinovial contiene IL-12, IL-23,
IL-6 y el factor de crecimiento transformante (transforming growth factor-TGFB). Como
tal promueven la diferenciacién a células Thl 1 y células TH17. Estas células cumplen
funciones efectoras a través de la liberacién de citoquinas que promueven corriente abajo
la activacion de leucocitos y células mesenquimales, también colaboran con las células By
con las células T efectoras CD8+ para producir citotoxicidad.

Se han encontrado células Tgeg en el sinovio de pacientes con AR y en liquido sinovial, pero
su funcién reguladora esta alterada. No esta claro qué citoquinas estan involucradas en la
diferenciacidn de las células Treg, pero se cree que la IL10 y el TGFB (en ausencia de la IL6,
cuando se usa terapia de bloqueo del receptor de la IL6) colaboran en la diferenciacién de
estas células. También activan por contacto célula —célula a macréfagos, células

endoteliales y fibroblastos ©¢"

Figura 6. Vias que conducen a la activacidn de células T sinoviales en AR y su via
efectora. CD40L: CD40ligando, GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos, RANKL: Receptor activador del factor nuclear k-B (RANK) ligando.
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1.3.8.3 Células B su funcion en AR

Las células T CD4+ estimulan las células B por contacto con la superficie celular y por la
union a la integrina 013, de CD40L y CD28, para producir anticuerpos incluyendo el factor
reumatoide (FR) y los anticuerpos contra el péptido ciclico citrulinado®" (Figura 7).

Figura 7. Estimulacidn de las células B: Produccidn de anticuerpos en el sinovio de
articulaciones afectadas por AR. Modificada de N Engl J Med, Vol. 344, No. 12 March 22, 2001
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El factor reumatoide es anticuerpo generalmente IgM dirigido contra la fraccion FC de la
IgG anormal producida por los linfocitos de la membrana sinovial. Se encuentra en el 80%
de personas con AR, sin embargo el FR no es muy especifico y también se encuentra en
otras enfermedades reumdticas, infecciones e incluso en personas sanas. Ultimamente se
han descrito los anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado (anti-CCP), como potentes
marcadores seroldgicos para el diagnostico de AR con una especificidad casi del 100%, y
son prondstico de destruccidon del tejido sinovial. Esto se debe a la citrulinizacion intra-

articular que induce a la produccién de anticuerpos. La citrulinizacion se debe a la enzima
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Peptidil Amina Transferasa “ que deamina péptidos conteniendo arginina y los convierte

en péptidos ciclicos citrulinados (42).

Tanto el FR como los anti-CCP, se pueden hallar antes del inicio de las manifestaciones
clinicas de la enfermedad, por lo tanto se considera como una etapa pre-articular.
Los anticuerpos pueden formar complejos inmunes con las células diana y ser reconocidos

por células que expresan receptores FC y activan el complemento. Pueden causar dafio al

organo donde se depositan. (Figura 8) (42).

Figura 8. Formacion de complejos inmunes. Las células B producen anticuerpos que
forman complejos con antigenos blanco y el resultado es la formacién de complejos
inmunes que pueden encajar a las células B con el receptor Fc. que portan las células
efectoras y al sistema de complemento. Por consiguiente, las células B pueden ser
coestimuladas e inducir procesos inflamatorios. En el caso de complejos inmunes de la

superficie celular, las células o el complemento pueden matar la célula blanco. Modificada de
NATURE REVIEWS VOLUME 5 | JULY 2006 |
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Las células de B pueden internalizar los complejos inmunes, presentar antigenos en el
contexto del CMH clase Il y exhibir moléculas coestimulatorias, por lo tanto pueden

. , 2).
activar las células T cognadas (42)
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La identificacion del antigeno de superficie CD20 que se expresa exclusivamente y

ampliamente en las células B es esencial, si se van a utilizar células B como un blanco

terapéutico. “**

1.3.8.4 Alteracion de la respuesta Inmune en AR

Las células componentes de la membrana sinovial reumatoide estdn descritas en la

respuesta innata y adaptativa de la respuesta inflamatoria (Figura 9).

Figura 9. Descripcion de la regulacion de interacciones sinoviales mediadas por
citoquinas, en el contexto de la respuesta inmune. Vias importantes de las citoquinas
son representadas, en las cuales la activacién de células dendriticas, células T, células B y
macrofagos sostiene la expresién disregulada de citoquinas que a su turno conduce la
activacion de células efectoras, incluyendo neutrdfilos, mastocitos, células endoteliales y
fibroblastos sinoviales. Las manifestaciones clinicas de tales efectos son destacadas.
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1.3.8.4.1 Respuesta inmune innata

El macréfago es considerado la principal fuente de citoquinas proinflamatorias, como IL1,
TNF, IL6, TGFpB, IL17, IL32 que inducen a los fibroblastos sinoviales para que liberen
citoquinas, quemoquinas, metaloproteinasas, prostaglandinas; activan los macréfagos e

inducen la liberacion de moléculas de adhesion, que producen dafio a la articulacién.

Hiperplasia sinovial y dafio del cartilago: El factor de necrosis tumoral (TNF) juega un
papel importante en la patogénesis de la AR“ %) Se encuentra en la mayoria de las
biopsias sinoviales, induce la activaciéon de leucocitos, células endoteliales, y fibroblastos
sinoviales para que produzcan enzima de degradacion, induciendo una hiperplasia sinovial
e invasion del cartl'lago(36)' La degradacién del cartilago ocurre por la liberacidon de enzimas
de degradacion de la matriz como metaloproteinasas (MMPs). Citoquinas como IL1 e IL17
inducen un cambio en el patrén de sintesis de los condrocitos, y de moléculas de la matriz

(proteoglicanos y colageno) a enzimas de degradacion (MMPs).

Erosion dsea: La inflamacidn y erosion ésea estan estrechamente ligadas. La reabsorcién

Osea depende de los osteoclastos (46).

El TNF es un potente inductor de la diferenciacién
de osteoclastos actuando de una forma aditiva con el ligando del receptor, activador del
factor nuclear-kp (RANKL) para activar la capacidad de los osteoclastos de reabsorber el
hueso™) La IL1 activa también los osteoclastos, asi como el factor estimulador de colonias
de macrdofago (M-CSF), que es producido por las células del fluido sinovial al ser

estimuladas por el TNF o también lo producen las células Th1 cuando las estimula la IL7.

Angiogenesis: El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento
basico de fibroblastos (bFGF) son citokinas proangiogénicas secretadas por fibroblasto
sinoviales y macrofagos activados, las cuales inducen el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos. El VEGF regula multiples pasos de la angiogenesis como la vasodilatacién

inicial, la permeabilidad de las células endoteliales, el remodelado de la matriz
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perivascular por la induccién de metaloproteinasal de la matriz, la induccién de

(48).

proliferaciéon y migracion de células endoteliales Por lo tanto la angiogenesis prepara

la membrana sinovial para la destruccién articular ©®"

Aterogenesis y Ateroesclerosis: La aterosclerosis es un proceso patolédgico que afecta las
paredes arteriales, es caracterizado por la acumulacion de particulas lipidicas y células del
sistema inmunoldgico, en la regién subendotelial, conduciendo al estrechamiento del

49 Muchos

lumen arterial y después a la ruptura de la placa y a la trombosis
componentes del sistema inmunoldgico estan implicados en los procesos patolégicos que
son la base del desarrollo de aterosclerosis: los macréfagos, células T, autoanticuerpos,
autoantigenos, son componentes de las paredes de los vasos. Ademas de particulas de
colesterol y citoquinas secretadas por células dentro de placas aterosclerédticas,
incluyendo IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, el TNF y el INFy. En AR los macréfagos inducen
la expresién de adiponectina que ayuda a la proliferacién de adipocitos y asi se aumenta la

aterosclerosis 3¢

Inflamacion: los neutréfilos y mastocitos se encuentran implicados donde se solapan la
inmunidad natural y la inmunidad adaptativa sinovial. Los neutrdfilos estan presentes en
altos numero en el fluido sinovial y atraviesan la membrana sinovial. Aunque su papel
primario en la patologia de esta enfermedad es discutido, ellos sintetizan una amplia
variedad de citoquinas, incluyendo TNF, IL-1, IL-18, IL-15, IL-6, y por lo tanto podrian
apoyar una gama de acontecimientos patolédgicos. Los neutrdéfilos son activados por
complejos inmunes, componentes del complemento vy citoquinas para liberar
guemogquinas, prostaglandinas, intermediarios de especies reactivas de oxigeno vy
nitrogeno, por lo tanto contribuyen a un ambiente hipoxico y a la inflamacion de la
articulacion ®° Los mastocitos son distribuidos extensamente en el tejido sinovial de AR y

. . . . . s 1).
expresan varias proteasas y citoquinas que favorecen la inflamacién
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1.3.8.4.2 Respuesta inmune adaptativa

Los linfocitos B ademas de producir anticuerpos y ser células presentadoras de antigenos,
contribuyen a la patogénesis de la AR por la liberaciéon de citoquinas y quemoquinas
como IL6, IL10 y LTB. Las citoquinas inducidas por las células B regulan la activacion de las
DCs foliculares, la neogénesis linfoide, y contribuyen con los mecanismos de
retroalimentacién reguladores para las interacciones de células T-macréfago y de células

B 2 Las sefiales de activacion y supervivencia de las células B principalmente

T-células
son proporcionadas por miembros de la familia del TNF. Las células dendriticas (CDs)
maduras de la membrana sinovial contienen centros germinales ectdpicos que producen
altos niveles del factor de supervivencia de Células B, [ABRIL] (a proliferation-inducing
ligand, también conocido como TNFSF13). Ademas, los macréfagos y fibroblastos
sinoviales en la mayoria de tejidos pueden producir el factor activador de células B, BAFF

(B-cell- activating factor o también conocido como BLYS y TNFSF13b) 3

1.4 Lupus eritematoso sistémico

1.4.1 Etiologia

La causa exacta por la que se produce el LES es desconocida, pero se sabe que es una
enfermedad multifactorial compleja donde intervienen factores genéticos y ambientales.
(Tabla 3). Mudltiples genes contribuyen a la susceptibilidad de la enfermedad, incluyendo
genes que codifican el complemento y otros componentes de la respuesta inmune,

| (54).

ademas de los genes del complejo mayor de histocompatibilidad clase | y | Parece ser

gue las hormonas juegan un papel importante ya que la mayoria de los pacientes son
mujeres y en los hombres las hormonas podria ser un factor de protecciéon aunque se han
hecho varios estudios hormonales en pacientes con LES no es claro como estas hormonas

g 69

pueden inducir la enfermeda Mecanismos inmunes reguladores defectuosos, como

el de eliminacién de células apoptoticas complejos inmunes, contribuyen
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significativamente al desarrollo de LES. Diferentes farmacos son capaces de desencadenar

(56).

una variante de LES conocido como lupus inducido por farmacos Otro factor externo

que parece influir en la aparicién del LES es tener antecedentes de alguna enfermedad
viral. Actualmente se cree que el virus Epstein-Barr (EBV) es importante, ya que se ha

encontrado una asociacion entre el comienzo del LES y haber presentado una infeccidn

V (57).

por EB La radiacion ultravioleta (UV) es uno de los factores ambientales mas

evidentes asociados al LES, ya que produce una exacerbacién tanto del lupus cutdneo

(58).

como del sistémico El uso habitual de tintes para el cabello se sugiri6 como factor

ambiental asociado, pero no ha sido confirmado. Un estudio reciente reportdé una

S (59).

asociaciéon débil del tabaquismo y LE La ingestidon de alfalfa ha sido asociada con el

desarrollo de LES en varios reportes de casos (60).

Tabla 3

Tabla 3. Factores ambientales que pueden ser
relevantes en la patogénesis de LES

Factores Fisicoquimicos

* Aminas aromaticas

e Hidracinas

* Drogas (procainamidas, clorpromazina,
isoniazida, fenitoina, penicilamina, hidralazina)

* Tabaco, fumadores

* Tintes para el pelo

* Luz ultravioleta

Factores de la dieta

* |-canavanina, (granos de la alfalfa)

* Alta ingesta de grasas saturadas

Agentes infecciosos

* ADN bacterial/endotoxinas

e Virus, retrovirus

Hormonas y estrégenos medioambientales

* Terapia de reemplazo hormonal,
anticonceptivos orales

* Exposicién prenatal a estrégeno

1.4.2 Caracteristicas de la enfermedad

El lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad prototipica autoinmune
caracterizada por la produccién de anticuerpos contra los componentes del nucleo de la

célula en asociacion con una serie diversa de manifestaciones clinicas. Los
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autoanticuerpos producidos ocasionan la formacion de complejos inmunes que, al
acumularse en tejidos y organos conducen a las lesiones sintomdticas mas o menos
extensas, volviéndose una enfermedad sistémica. Los érganos mds afectados por estos

depdsitos son los glomérulos, la piel, los pulmones, el liquido sinovial entre otros. (Figura

10).

Figura 10. Organos que se pueden afectar en LES
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1.4.3 Sintomas Clinicos

Aproximadamente el 90% de los pacientes con lupus sistémico eritematoso experimentan
fatiga. La artralgia y la mialgia son también muy frecuentes y suelen ir acompafiadas de
malestar general. La pérdida de peso y la fiebre persistentes son sintomas menos

frecuentes pero mas graves del lupus, también se presentan linfoadenopatias y

esplenomegalia.
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1.4.4 Manifestaciones clinicas

El LES es una enfermedad multisistémica por excelencia, caracterizada por un amplio
espectro de manifestaciones clinicas, que varian en frecuencia de apariciéon y severidad
entre pacientes. El compromiso puede ir desde condiciones menos severas que
comprometen la piel o las articulaciones hasta trastornos mds severos que ponen en
riesgo la vida como la nefritis o el compromiso neuroldgico. Dentro de las

manifestaciones clinicas tenemos:

1.4.4.1 Cutaneas

Se pueden encontrar hasta en el 70% de los pacientes presentandose de manera
heterogénea. Dentro de estas manifestaciones tenemos el eritema malar, ulceras orales,
fotosensibilidad y el lupus discoide, las cuales se encuentran incluidas dentro de los
criterios de clasificaciéon de la enfermedad. El eritema malar y las ulceras orales son
especificas de lupus y son lesiones agudas, en las ares expuestas al sol puede presentarse
eritema maculopapular, estas lesiones agudas no dejan cicatriz. La alopecia no es
especifica de lupus y junto con el lupus discoide son mds frecuentes en raza
afroamericana, mientras que el eritema malar y las ulceras orales son mas comunes en
poblacién caucdsica. El 60% de los pacientes presentan eritema malar en forma de alas de
mariposa (Fig. 10). Se puede presenta en mejillas, mentdn, puente de la nariz y
pabellones de la oreja. Las lesiones son fotosensibles, pueden ser planas o elevadas y no
dejan cicatriz. El lupus discoide, corresponde a lesiones hiperqueratdsicas, acompafiadas
de taponamiento folicular, presentes en el cuero cabelludo y piel de la cara, son crénicas y

dejan cicatriz. Se encuentran en el 20%de los pacientes y menos del 5% desarrollan LES ().

1.4.4.2 Musculoesqueléticas

Mas o menos el 80% de los pacientes sufren compromiso musculo esquelético. La artritis
lupica se manifiesta sin erosiones dseas, generalmente se afectan las articulaciones
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proximales, interfaldngicas, metacarpofaldngicas, carpos y rodillas. La mayoria de los
pacientes presentan artralgias y mialgias, el 20% puede desarrollar fibromialgias. En los
periodos de actividad de la enfermedad debido a la inflamacion puede haber miopatia
como la que tienen los pacientes con polimiositis o a veces se puede presentar debido a

los medicamentos esteroides **

1.4.4.3 Cardiopulmonares

En el 80 % de los casos de lupus eritematoso sistémico, se detectan manifestaciones
cardiovasculares, pudiendo ser afectada cualquiera de las estructuras cardiacas. La lesion
mas frecuente es la pericarditis (40%) de los enfermos, de intensidad leve o moderada,
siendo por lo general, la primera manifestacion de la enfermedad. Se pueden observar
miocarditis, endocarditis, enfermedad valvular, arritmias, lesiones ateromatosas. Las
manifestaciones pulmonares incluyen pleuritis y derrame pleural, que ocurren hasta en un
40% de los pacientes; compromiso pulmonar agudo secundario a infecciones, falla

, oy . 1).
cardiaca , neumonitis y hemorragia pulmonar (62)

1.4.4.4 Hematoldgicas

La anemia hemolitica y la trombocitopenia autoinmune son frecuentes y, en ocasiones,
pueden preceder en varios afios al resto de manifestaciones del lupus. La anemia mas
frecuente es la de tipo normocitico-normocromico. Otras manifestaciones hematolégicas
frecuentes son: la presencia de linfopenia (<1000 /mm3), asociada a la actividad de la

enfermedad, y neutropenia (<2500/mm3) ().

1.4.4.5 Gastrointestinales

Se puede afectar el tracto gastrointestinal. Las lesiones orales son principalmente de tres

tipos: lesiones eritematosas, indoloras y planas que se localizan en el paladar duro;
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lesiones discoides, que pueden ser dolorosas y duras a la palpacién, ulceras, poco
profundas, de presentacion dolorosa. Los sintomas gastrointestinales pueden incluir
nauseas, vomitos, disfagia, reflujo gastroesofagico y dolor abdominal. La complicacion

mas grave es la vasculitis intestinal.

1.4.4.6 Renales

La mayor parte de los enfermos de lupus sistémico muestran depdsitos de
inmunoglobulinas en los glomérulos, pero sdlo un 50% muestran nefritis, con hematuria
proteinuria y cilindruria. Sin embargo, la nefropatia lUpica puede presentarse en
cualquiera de los componentes anatdmicos del rindn (glomérulos, vasos, tubulos,

intersticio), si bien las mas importantes son las lesiones glomerulares (62).

1.4.4.7 Neuropsiquiatricas

La incidencia de las manifestaciones neurolégicas en el lupus eritematoso sistémico varia
de forma significativa (46-91%) debido a su gran diversidad y a la variabilidad de su
gravedad y duraciéon. Entre las manifestaciones neuroldgicas centrales destacan la
enfermedad cerebrovascular (isquémica o hemorragica), el sindrome desmielinizante, la
cefalea (migrafia), crisis de epilepsia, maculopatia, trastornos del movimiento (corea),
meningitis aséptica y estado confusional agudo (asociada al uso de medicamentos como
azatioprina y algunos AINES). Se pueden presentar trastornos de ansiedad (20%), del

estado de animo (50%) y psicosis (5%) (63)

1.4.4.8 Vasculares

La complicacién mas importante a nivel vascular es la trombosis. Esta manifestacion se

relaciona con los anticuerpos antifosfolipidicos (AAF), ya sea anticoagulante lupico (AL) o
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anticuerpos anticardiolipina (aCL). Otras manifestaciones vasculares son: el sindrome de

Raynaud, hipertensidn arterial secundaria y la coagulacién arterial diseminada.

1.4.4.9 Oculares

Las manifestaciones oculares revisten gran importancia puesto que pueden constituir los
primeros signos clinicos de la enfermedad a partir de los cuales se puede llegar al
diagndstico especifico o pueden servir como barémetro de la actividad y del prondstico de
la enfermedad sistémica. Pueden presentar conjuntivitis, epiescleritis, sindrome de
Sjogren, uveitis y neuritis éptica. La complicacion ocular mas grave es la vasculitis

retiniana, que puede producir ceguera.

1.4.5 Aspectos epidemiologicos

El LES afecta, sobre todo, el género femenino, con una relacién mujer: hombre de 9 a 1.
Su mayor incidencia se presenta entre la segunda y la quinta décadas de la vida, aunque

se puede manifestar en edades extremas, con caracteristicas clinicas e inmunoldgicas

(64).

particulares Cuando la enfermedad se desarrolla durante la infancia o en edad adulta

(después de la menopausia), difiere de la forma clasica, con menos predominancia

63 | a incidencia del LES se ha triplicado desde

femenina y diferente presentacidn clinica
los afios setenta, de 1.51 por cada 100.000 habitantes (1950-1979) a 5.56 por cada
100.000 habitantes (1980-1992). Este incremento parece ser debido a un mas temprano

diagnostico de la enfermedad y a la inclusion de casos leves (66).

Su incidencia y
prevalencia varian segun las poblaciones estudiadas, es mas comun en afroamericanos
(200 por cada 100.000 habitantes) y en poblaciones asidticas que en caucasicas

(aproximadamente 40 casos por cada 100.000 habitantes) (67, 68).

La prevalencia del LES se incrementa desde Africa hacia Europa, un fenédmeno conocido
como la hipdtesis de “gradiente de prevalencia” 69, 70)- | os iniciadores potenciales de este
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gradiente incluyen tanto factores genéticos y ambientales como diferencias nutricionales
o de exposicion a patdégenos. La clinica de la enfermedad también varia entre las
poblaciones. Se ha demostrado que la nefritis lUpica (71) es mas frecuente y produce un
dafio organico mas rapido en poblacion hispana y afroamericana que en caucdsicos (72, 73).
Se ha demostrado que en pacientes Latinoamericanos y Afroamericanos hay mayor
prevalencia de enfermedad renal, pericarditis y LES discoide que en poblacién

Caucasica.!”*"

1.4.6 Criterios de Clasificacion de LES

Tabla 4. Criterios de clasificacion de LES segln el Colegio Americano de Reumatologia
1. Eritema facial Eritema fijo, plano o elevado sobre eminencias malares
2. Lupus discoide Lesiones cutaneas eritematosas, con cambios en la pigmentacion

y cicatrices residuales

3. Fotosensibilidad Eritema malar causado por exposicion a luz UV.

4. Ulceras orales En la cavidad oral o nasofaringea, usualmente con poco dolor,
observadas por un facultativo

5. Artritis No erosiva, que afecte a dos o mas articulaciones periféricas con

dolor inflamacién o derrame articular

6. Serositis Pleuritis o pericarditis, roce o evidencia de derrame pericardico

7. Alteracion renal Proteinuria > 0.5 g/dl, > 3+ o cilindros celulares o hematicos

8. Alteracion neuroldgica Convulsiones o psicosis, sin causa

9. Alteracion hematoldgica Anemia hemolitica; leucopenia (<4000/mm3) o linfopenia (<1500/mm3)
en dos o mas ocasiones, trombocitopenia (10000/mm3) en ausencia de
farmacos que la produzcan

10. Alteracién inmunoldgica Anticuerpos anti-ADN (anticuerpos contra el ADN nativo)
anti-Sm (anticuerpos contra el antigeno nuclear Sm) y/o anticuerpos
Antifosfolipido

11. Anticuerpos antinucleares Titulo elevado de ANAs (anticuerpos anti nucleares) detectados por

inmunofluorescencia o ensayo equivalente, en algin momento de la

evolucion, en ausencia de farmacos que lo induzcan

Desde 1972 se han establecido criterios para la clasificacién de la enfermedad para definir

parametros de inclusion de pacientes para estudios clinicos. Una primera modificacion de
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estos criterios fue realizada en 1982 y la ultima fue hecha en 1997. La presencia de
cuatro o mas criterios, en forma sucesiva o simultanea durante cualquier periodo de
observacion, permite clasificar a un paciente con LES (73). (Tabla 4). Se han establecido
diversos indices para medir la actividad de la enfermedad: indice de actividad de la
enfermedad del LES (SLEDAI), medida de la actividad del lupus sistémico (SLAM) vy el
indice de la actividad lupica (LAI). Estos diversos indices indican el nimero de 6rganos y

sistemas afectados, asi como la inclusién/exclusién de datos seroldgicos.

1.4.7 Tratamiento del LES

Dado que él LES es un desorden inmune complejo en el cual la pérdida de tolerancia a los
antigenos del ADN y a otros antigenos, se asocia al desarrollo de autoanticuerpos que
danan érganos blanco, su objetivo es el control del proceso autoinmune. Muchas de estas
nuevas terapias globales no suprimen el sistema inmunolégico, pero el objetivo especifico
son las vias de activacidn relevantes para la patogénesis del LES (78)- |4 terapia debe

realizarse de acuerdo al compromiso que tenga el paciente.

Manejo no farmacoldgico: En cualquier brote clinico son medidas imprescindibles el
reposo, guardar suficientes horas de suefio y evitar las situaciones de estrés. Una vez
superado el brote, el paciente debe reanudar de forma progresiva su vida normal e incluso
puede practicar ejercicio moderado con regularidad. En algunos pacientes, los sintomas
empeoran con la exposicion a los rayos ultravioletas del sol, mientras que a otros no les
influye, o bien solo les afecta ocasionalmente. En cualquier caso, es aconsejable evitar la
exposicidn al sol y, en caso de hacerlo, utilizar una crema con un alto factor de proteccion.
El uso de pildoras anticonceptivas en altas dosis y la terapia de reemplazo hormonal estan

contraindicadas en estas pacientes.
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Manejo con Fdrmacos: Los farmacos mas utilizados en el lupus eritematoso sistémico son
los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), los antipaludicos, los corticoides y diversos
citostaticos, como la ciclofosfamida, el micofenolato mofetilo, el metotrexate y la

azatioprina.

AINEs: Se usan ampliamente por sus efectos antitérmicos, antiinflamatorios y analgésicos.
Las manifestaciones articulares (artralgias y artritis) y las serositis (pleuritis y/o

pericarditis) responden con frecuencia a estos farmacos.

Antipaludicos: La cloroquina y la hidroxicloroquina son utiles en el tratamiento de las
manifestaciones cutdneas y articulares, aunque hay que tener en cuenta que los efectos
de estos farmacos solo se observan pasadas 3 o 4 semanas. Ambos farmacos pueden

ocasionar retinopatias y miocardiopatias si se sobrepasan las dosis recomendadas.

Glucocorticoides:  Los glucocorticoides mas usados la prednisona, prednisolona y
deflazacort. Estan indicados en los pacientes con enfermedad cutaneoarticular activa que
no han respondido a los AINEs y antipaludicos, en casos de intensa alteracidn del estado
general, y en las manifestaciones sistémicas graves (nefropatia, anemia hemolitica,

trombocitopenia importante, miocarditis y vasculitis).

La ciclofosfamida se considera el tratamiento de eleccidn en la nefropatia lupica tipo IV.
La azatioprina se administra por via oral. Su efecto inmunodepresor es menor y se
manifiesta mas tardiamente, pero por el contrario posee mejor tolerancia y menor

toxicidad, y ademas puede utilizarse durante el embarazo.

Inmunodepresores: Estan indicados en la nefropatia proliferativa difusa (tipo IV de la
clasificaciéon de la OMS) o en la focal con proliferaciéon extracapilar, asi como en casos de
afectacién del SNC, hemorragia pulmonar, citopenias graves y en aquellos pacientes que
d (76, 77).

requieran dosis altas de corticoides para controlar la actividad de la enfermeda
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1.4.8 Bases Inmunoldgicas del LES

Las caracteristicas patoldgicas basicas de LES son la inflamacidn y las anormalidades de los
vasos sanguineos, que incluyen vasculopatia oclusiva, vasculitis, y el depdsito de
complejos inmunes. La patologia mejor caracterizada esta en el rifidn, las biopsias renales
en pacientes con LES muestran la proliferacion de células mesangiales, inflamacién,
anormalidades de la membrana basal y deposito de complejos inmunes, incluyendo las

54 En &I LES han sido descritos

inmunoglobulinas y los componentes del complemento
fallas en la eliminacién de células apoptéticas y esos defectos pueden dar lugar a una
elevada produccidon de macréfagos, los cuales van a presentar los antigenos intracelulares
a las células T y B, dando lugar al proceso autoinmune (78)- | as citoquinas expresadas en
pacientes con LES juegan un papel importante en la patogénesis de la enfermedad,

también hay una respuesta exagerada de las células B que dan lugar a la produccién de un

amplio espectro de autoanticuerpos y una elevada activacion de células T.

1.4.8.1 Autoanticuerpos

El principal desorden inmunolégico en pacientes con LES es la produccion de
autoanticuerpos. Estos anticuerpos se dirigen contra varias moléculas propias
encontradas en el nucleo, el citoplasma, y la superficie de la célula, ademas de las
moléculas solubles tales como IgG y factores de coagulacién. Los anticuerpos
antinucleares son los mas caracteristicos y estan presentes en el 95% de pacientes

(54).

durante el curso de la enfermedad Los anticuerpos Anti-ADN de doble cadena (ds-

ADN) y anti-SM son especificos para LES. De hecho, su presencia se incluye en los criterios

s () antigeno Sm es una pequefa ribonucleoproteina (snRNP)

de clasificacion de LE
compuesta de un Unico grupo de moléculas de RNA ricas en uridina ligadas a un grupo
comun de proteinas centrales y otras proteinas asociadas con moléculas del RNA. Los
anticuerpos anti-Sm reaccionan contra proteinas centrales snRNP, mientras que los

anticuerpos anti-ADN lo hacen contra determinantes antigénicas conservadas, presentes
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ampliamente en el DNA. La caracteristica mdas notable de los anticuerpos anti- ADN es su
asociacion con la Glomerulonefritis, estos pueden ser aislados de eluidos glomerulares de
pacientes con nefritis lUpica activa e incluso pueden inducir el desarrollo de la misma en

79 gy implicacion en la

ratones normales y con inmunodeficiencia combinada severa
nefritis estd documentada por varias evidencias circunstanciales: primero, observaciones
clinicas en la mayoria de pacientes indican que la nefritis activa esta asociada con titulos
elevados de anti-ADN vy valores reducidos de complemento. Segundo, los anticuerpos
anti-DNA muestran un depdsito preferencial en los rifiones, sugiriendo que la formacién

(80) Estos

de complejos inmunes es un importante mediador de inflamacién renal
anticuerpos pueden unirse a fragmentos de DNA adheridos en la membrana basal
glomerular por medio de las histonas o interactuar con otros antigenos presentes en el
glomérulo como el Clq, los nucleosomas, el heparan sulfato y la laminina, entre otros (82).
Esta union puede desencadenar el proceso inflamatorio inicial y la activacion del
complemento. Sin embargo, la correlacidn entre los niveles de anti-DNA y nefritis no es

absoluta. Sodlo ciertos tipos de anticuerpos anti-DNA son patogénicos (82).

Algunos
pacientes con nefritis IUpica activa no tienen anticuerpos anti-DNA, mientras otros que
poseen estos anticuerpos e incluso a titulos altos no tienen compromiso renal. Sus
propiedades como el isotipo, la capacidad para fijar el complemento y su capacidad para

unirse al tejido glomerular explican estas diferencias.

Aunqgue se ha determinado la asociacién de otros autoanticuerpos con manifestaciones
clinicas del LES, como anticuerpos: anti-ribosomal P y psicosis, anti-Ro y el bloqueo
congénito de corazon y lupus subagudo cutdneo, la patogenicidad de estos anticuerpos no

ha sido estudiada suficientemente ©*

1.4.8.2 Células T en LES

Las células T juegan un papel importante en la regulacién del sistema inmune. El LES

estad caracterizado por un desbalance entre linfocitos T citotéxicos (Tc) y linfocitos T
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colaboradores (Th). Parece que la ayuda excesiva e incontrolada de las células T en la
diferenciaciéon y activacion de las células B productoras de autoanticuerpos es
probablemente un camino final comun ®* Las células T en pacientes con LES reconocen
a través de sus receptores de células T (TCR) autoantigenos como particulas de
ribonucleoproteinas, aumentando la afinidad de las células B autorreactivas, dando lugar
a la produccién de autoanticuerpos (Figura 11). La activacidon de las células Ty B
requieren del estimulo por parte de antigenos especificos. Sustancias quimicas como la
pristina, el DNA bacteriano y fosfolipidos de la membrana celular, y agentes virales

pueden inducir la sintesis de anticuerpos anti-DNA en ratones (82).

Por otra parte,
autoantigenos como los complejos DNA-proteina y RNA-proteina pueden también
inducir la sintesis de autoanticuerpos ®3) Los antigenos ambientales y los autoantigenos
son reconocidos por las células presentadoras de antigenos profesionales (CPA) o se
unen a anticuerpos presentes en la superficie de células B. Estos antigenos son

presentados a través de una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)

gue se encuentra en la superficie de las células presentadoras de antigeno (CPA).

Figura 11. Interaccion entre célula Ty célula B

Célula T

_ Antigeno
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T h e New England Journal o f medicine
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La presentacidn de este complejo antigeno-CMH no es suficiente para estimular a la célula
T. Esta unidn debe ir acompafiada de una segunda interaccidon de coestimulacion con el
linfocito T (Figura 12). Existen varias parejas de coestimuladores moleculares, incluyendo
la pareja CD40-CD40 Ligando y CD28-B7, las cuales son capaces de generar la segunda
sefal requerida para la activacion de lacélula T “1)- Otra posible interaccién puede ocurrir
entre la molécula B7 y CTLA-4 (antigeno 4 asociado a linfocito T citotdxico), la cual es
inhibitoria. Si se produce la sefial positiva mediante la interaccidon de CD28-B7, la célula T
es activada, se produce la liberacién de citoquinas y se promueve la inflamacién. Por el
contrario, si domina la sefial negativa mediada por la interaccion de CTLA-4-B7, la

activacién de la célula T se suprime ®%"

Figura 12. Presentacion de autoantigenos: sefiales, coestimulatoria (CD28/B7) y sefial
inhibitoria (CTLA4/B7)

Estimulacion

Inhibicion

T h e new England journal o f medicine

1.4.8.3 Células B en LES

La activacion de los linfocitos B es anormal en los pacientes con LES. El nimero de células

B en todos los estados de activacidn se encuentra aumentado en la sangre periférica de
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®4)- |3 sintesis de autoanticuerpos puede preceder el desarrollo

pacientes con LES activo
clinico de la enfermedad. Este hallazgo es similar al observado en otras EAI en las cuales
se puede determinar la presencia de anticuerpos durante un largo periodo de tiempo
antes de la primera manifestacion clinica (anticuerpos predictores)(ss)' Esto indica que las
EAI tienen una evolucidn desde la respuesta inmune normal (autoinmunidad), hacia
autoinmunidad patoldgica (EAI) influenciada por la genética y el medio ambiente. Las
células B en los pacientes con LES tienen ademds, mayores concentraciones de calcio

®8)- También existe evidencia que

intracitoplasmdtico comparadas con pacientes sanos
estas células son mas sensibles a los efectos estimulatorios de citoquinas como IL-6%7 De
esta forma, las células B en los pacientes con LES son mds susceptibles a la activacion
policlonal por antigenos, citoquinas y otros estimulos. Anormalidades en las células T se
observan en pacientes con LES. El numero total de células T se encuentra reducido en
sangre periférica, probablemente debido a los efectos de anticuerpos antilinfocito ®8). ge
encuentra ademads un sesgo en su funcién de interaccién con los linfocitos B lo que induce

89).

a estos ultimos a amplificar la produccién de autoanticuerpos ( Sinembargo, la

activacion celular T es defectuosa en pacientes con LES (90, 91). gy, capacidad para proliferar
en respuesta a un estimulo mitogénico y para producir IL-2 se encuentra reducida (52-95)
Las razones que explican el defecto de la respuesta Thl son especulativas, entre éstas
estan: baja regulacién por exceso de citoquinas Th2, un defecto en la interaccion entre
CPAy células T, efectos supresores de los linfocitos T CD8+ y las células NK, la presencia de

inhibidores de IL-2, una baja regulacién de los receptores de IL-2 y disminucion de

linfocitos Treg CD4+ CD25+ % %)

1.4.8.4 Citoquinas en LES

Muchas citoquinas han sido implicados en la regulacion de la actividad de la enfermedad y
en la participacion en los diferentes érganos de pacientes con LES. La produccion de
citoquinas en pacientes con LES difiere de la que ocurre en individuos sanos o pacientes

con otras EAl como la AR, incluso esta produccion difiere entre los diversos fenotipos de la
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enfermedad " por ejemplo, los niveles de interleuquina 6 (IL-6) estan aumentados en el
liguido cerebro espinal de pacientes con LES que presentan sintomas neuroldgicos;
sinembargo, este incremento no ocurre en pacientes que no presentan estos sintomas %
Puede ser que como en otras enfermedades inflamatorias, el equilibrio de las citoquinas
sea mas importante en la determinacidn del fenotipo o severidad de la enfermedad que

en la determinacién de susceptibilidad de la misma (Figura 13).

Figura 13. Resumen del perfil anormal de citoquinas en piel, rifdn y sistema neurolégico
en el LES.

Enfermedad de la Piel
IL2, IL4 and IL5 mRNA en

biopsiasde piel (no detecta-
tablesen pacientes sanos)

IL10 mRNA menos frecuente
IL6, IL1a estan aumentadas

Enfermedad neurolégica
IL1 and IL6 aumentadaen
fluido cerebroespinal (CSF)
IL2 y TNF no detectables en

CSF. IL6 no difiere en el suero
de los pacientes sanos

Enfermedad renal
Produccionlocal de IL6 en biopsiasde
rifon. Altos niveles en orina y suero
IFNg, TNFa, IL1Ra, IL4 e IL10
aumentadasen suero

L2 y TGFB disminuidasen suero Annals of the Rheumatic Diseases

El balance de las citoquinas en pacientes con LES: Las células Th CD4+ pueden dividirse en
dos subpoblaciones principales basandose en las citoquinas producidas por estas células.
Las células Th1l que producen principalmente IFN-y e IL-2 (citoquinas pro-inflamatorias) y
gue promueven la inmunidad mediada por células, y las células Th2 que secretan
principalmente IL-4, IL-5 e IL-10 (citoquinas anti-inflamatorias) que estan asociadas con la
respuesta inmune humoral, lo cual induce la producciéon de autoanticuerpos ©9)- Ep
muchos desordenes autoinmunes, como es el caso del LES, se ha demostrado que el

desbalance entre la produccién de citoquinas Thl y Th2 juega un papel clave en la
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(199 En pacientes con LES se ha visto que los

induccion y el desarrollo de la enfermedad
niveles de citoquinas proinflamatorias como interleuquina 2 se encuentran bajos, en
cambio se encuentran elevados los de las citoquinas antiinflamatorias como la IL4, e IL10
(102)- E| LES ha sido considerado histéricamente como una enfermedad tipo Th2. EI TNF-a
ha demostrado reducir la actividad del LES en ratones (102) En pacientes hemos

observado niveles altos de esta citoquina, en particular en aquellos con enfermedad

inactiva, sugiriendo un papel protector.

1.4.8.5 Apoptosis

Defectos en la apoptosis pueden llevar a una mayor sobrevida de los linfocitos
patogénicos. Esta hipdtesis ha sido demostrada en modelos murinos de LES. El ratén
MRL/lpr, portador del alelo Ipr, asociado con un defecto de los receptores Fas (CD95),
desarrolla una EAI similar al LES humano. Esta molécula Fas cuando interactia con su

(103).

ligando (FasL) traduce sefiales de apoptosis Dado que esta interaccidon se encuentra

defectuosa, los ratones presentan una linfoproliferacion importante que compromete,

194 Otro tipo de modelo, el ratén

entre otros organos, los rifiones (glomerulonefritis)
Gld/gld, caracterizado por presentar una molécula FasL no funcional, presenta también
linfoproliferacion, hipergamaglobulinemia y depdsito de complejos inmunes (Cls) en el
riion %" Ambos modelos, aunque utilizados para el estudio de la enfermedad, difieren
del modelo humano, en el que se observa linfopenia en vez de linfoproliferacién y la

. s 1 107).
expresion de Fas-FasL es normal (106, 107)

El papel de la apoptosis en el LES parece deberse mas a alteraciones en la depuracién de
. - . .o (108).
células apoptéticas por parte de los macréfagos, la cual se encuentra disminuida Las
razones que explican esta alteracion no son claras, pero pueden estar asociadas a defectos
cualitativos y cuantitativos de proteinas del complemento como C2, C4 y Clg. Los

pacientes con deficiencias homocigéticas de estos componentes padecen un lupus severo
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(109).

a una edad temprana La disminucién de la depuracion de las células apoptéticas

favoreceria una mayor exposicidon de antigenos al sistema inmune (110, 111).

1.4.8.6 Alteraciones en el sistema del complemento

Individuos con alteraciones en la via clasica del complemento (C4, Clq) tienen mayor
riesgo de presentar LES. En la practica clinica, niveles bajos del complemento indican

112 pog hipdtesis se han propuesto

actividad de la enfermedad, en particular en el rifidn
para explicar el desarrollo de LES en personas con deficiencias del complemento. La
primera de ellas, ya sefialada, es la “hipdtesis de depuracién” que plantea que una
inadecuada depuracién de cuerpos apoptdticos genera una inapropiada activaciéon de
células T y B autorreactivas. La segunda hipétesis, llamada “hipétesis de tolerancia”,
plantea que los componentes de la inmunidad innata son importantes en la seleccion
negativa de los linfocitos autorreactivos, principalmente de las células B especificas para
autoantigenos. Los componentes Clqg y C4 aumentan la presentacion de antigenos a
células B inmaduras en la médula ésea. Cuando estas células B inmaduras encuentran un
antigeno en estas circunstancias son seleccionadas negativamente. Asi se disminuye el

.y . .y , . 113).
proceso de maduracion y activacion de células B autorreactivas™*®

1.4.8.7 Trastornos de la regulacién inmune

La depuracién de los Cls por las células fagociticas es un mecanismo que se encuentra

g114)

alterado en los pacientes con LE La fagocitosis de 1gG2 e 1gG3 disminuida puede

explicarse por alteraciones en los receptores para inmunoglobulinas (FcyR), cuyo

(114, 115).

polimorfismo genético ha sido asociado a la enfermeda También se ha

determinado que la fagocitosis no-inflamatoria de células apoptdticas esta disminuida (108)
La persistencia de estos cuerpos apoptéticos podria servir como inmundgenos para la
induccion de linfocitos autorreactivos y como antigenos para la formacion de complejos
inmunes. Por otra parte, la supresion de la actividad de las células B por parte de los
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(89, 116).

linfocitos T CD8+ supresores y las células asesinas naturales (NK) esta alterada Esta

supresion disminuida puede ser un factor que facilite la perpetuacion de la enfermedad.

1.5 ESCLERODERMA

1.5.1 Etiologia

La escleroderma es una enfermedad de causa desconocida, se dice que factores ambien-
tales actuan sobre individuos genéticamente susceptibles dando lugar a su expresion
clinica. Adicionalmente interacciones gene-gene, y/o gene-medioambiente modulan

(117).

probablemente el inicio de la enfermedad y/o el curso clinico Han propuesto a varios

factores como agentes causativos, incluyendo la exposicion a solventes organicos vy

toxinas, tanto en casa como en el lugar de trabajo (118, 119).

1.5.2 Caracteristicas de la enfermedad

La escleroderma (palabra de raices griegas que quiere decir literalmente piel (derma)
endurecida (skleros) es una enfermedad que afecta al tejido conectivo o conjuntivo del
organismo, tanto el que se encuentra bajo la piel, como el que contribuye a la estructura
de sostén de la pared de las pequeiias arterias y de los drganos internos. La piel se

endurece, especialmente en la cara y en las manos (120). (Figura 4).
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Figura 14. Paciente con escleroderma, presenta fendémeno de Raynaud

Los fibroblastos, células del tejido conectivo que elaboran el colageno, en la escleroderma
estan fuera de control y lo producen en exceso, siendo esta la causa del engrosamiento y
endurecimiento de la piel y los érganos que contienen colageno como sostén de sus
estructuras. La escleroderma también puede ser localizada, usualmente circunscrita a
algunos lugares de la piel como una placa ovalada endurecida llamada morfea o también
como escleroderma lineal, donde la piel estd comprometida en forma de linea afectando
un brazo, una pierna o un lado de la cara. La ES se caracteriza por presentar vasculopatia,
que incluye la proliferacion fibrointimal de pequefos vasos y episodios vasoespdsticos que
conducen a isquemia y son provocados por la exposicion al frio o a estrés y son llamados
fenémeno de Raynaud (121 Estos episodios pueden aparecer afios antes de la fibrosis de la
piel. Hay una asociacién estrecha entre autoanticuerpos especificos que son marcadores

para distintas manifestaciones clinicas de la enfermedad (117).

La fibrosis y vasculopatia
mds importante se presenta en los pulmones, siendo la causa principal de

morbimortalidad en pacientes con Es.
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1.5.3 Sintomas clinicos

Las manifestaciones clinicas de la esclerodermia varian de una persona a otra ya que
pueden ser variadas las combinaciones de sintomas y de signos. Los sintomas limitados de
la escleroderma se conocen como CREST: C: calcinosis, depdsitos de calcio en piel, R:
sindrome de Raynaud, E: compromiso esofagico, S: esclerodactilia engrosamiento y

tensionamiento en dedos, manos y pies, T: talangiectasias

Cutdneos: Al comienzo de la enfermedad, hinchazén de los dedos de los manos y de la

cara a causa del edema, sustituida, mas tarde, por engrosamiento y rigidez de la piel.
Vasculares: Fendémeno o Sindrome de Raynaud.

Digestivos: Cuando la enfermedad afecta al eséfago falla el mecanismo de conduccion de
lo ingerido desde la boca al estdmago y se produce reflujo asociado incluso a dificultad
para tragar (disfagia). También puede observarse trastornos en la movilidad y en la

capacidad de absorcidn de los nutrientes en el intestino delgado.

Respiratorios: La afeccion pulmonar puede provocar disnea (dificultad para respirar),

sobre todo provocada por el esfuerzo.

Cardiacos: A la larga la afeccién cardiaca puede provocar arritmias, dolor retro-esternal e

incluso insuficiencia cardiaca.

Renales: La implicacién del rifidn en el endurecimiento del tejido conectivo puede originar,

a largo plazo, hipertensién arterial e insuficiencia renal.

Articulares: Dolor y rigidez en las articulaciones, especialmente de los dedos de las manos.
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1.5.4 Diagnastico

En 1980 fueron publicados los criterios diagndsticos para la Esclerosis Sistémica. Estos
criterios presentan una sensibilidad del 97% y una especificidad del 98%, lo que quiere
decir que son muy fiables para el diagndstico, requiriéndose un criterio mayor o la
combinacidon de dos menores para el diagndstico. Algunos investigadores y clinicos
postulan la necesidad de incluir signos como el fendmeno de Raynaud o determinados

anticuerpos en los criterios diagndsticos. (Tabla 5).

Tabla 5. CRITERIOS DE CLASIFICACION DE LA ESCLERODERMA
CRITERIO MAYOR
Esclerodermia proximal Engrosamiento retraccion e induracion simétrica de la piel de los dedos y de la

piel proximal a las articulaciones metacarpofalangicas. Los cambios pueden
afectar a toda la extremidad, la cara, el cuello y el tronco

CRITERIOS MENORES

Esclerodactilia Los cambios arriba indicados pero limitados a los dedos de las manos cicatrices,

Cicatrices digitales o pérdida de sustancias de los pulpejos de los dedos, dreas deprimidas en
las puntas de los dedos o pérdida de tejido en los pulpejos, como resultado de
isquemia.

Fibrosis pulmonar Patron reticular de densidades lineales o lineo nodulares bilaterales, mas
pronunciado en las porciones bdsales de ambos pulmones. En un estudio

bilateral radioldgico de rutina, puede tener la apariencia de moteado difuso o pulmén “en

panal de abeja”. Estos cambios no deben ser atribuibles a enfermedad
pulmonar primaria.

1.5.5 Aspectos epidemiologicos

La escleroderma es una enfermedad crénica autoinmune, la cual afecta entre 150.000 y
500.000 norteamericanos, predominantemente mujeres, con inicio de la enfermedad
entre los 30 y 50 afios de edad. La tasa de prevalencia es de 30 personas por cada
100.000 habitantes y la proporcidn es de cuatro mujeres por cada hombre afectado. En
realidad se trata de una patologia que tiene alta mortalidad en su forma difusa (50% a 5

afios), especialmente cuando existe compromiso pulmonar y renal (122).
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1.5.6 Evolucion

Escleroderma localizada: Involucra sélo problemas de la piel de las manos y de la cara, ésta
empeora muy lentamente y por lo general no afecta ninguna otra parte del cuerpo.
Escleroderma sistémica: Muy variable, desde la estabilizacidon cutanea (estadio 1), hasta la

afeccién pulmonar (estadio 1) o cardiaca o renal (estadio Ill), rapida.

1.5.7 Tratamiento

1.5.7.1 Inmunosupresores

Desde hace mucho tiempo se sabe que existe un componente inmunitario donde estan
implicados el sistema inmune innato y adaptativo, y a la vez compromiso del sistema
humoral y celular, con importantes hallazgos recientes como la identificacion de

anticuerpos anti-endotelio y su implicacién en la inmunopatogenia de ES.

Ciclofosfamida: La ciclofosfamida (Cy) es un agente alquilante que disminuye la replicacion
del ADN, es citotdxica, generando inmunosupresion humoral y celular. Ha sido utilizada

ampliamente en Es cuando se asocia a alveolitis y fibrosis pulmonar intersticial.

Metrotexate: El metrotexate es un inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa,
depletando los niveles de folatos necesarios para la sintesis de purinas y pirimidinas,

inhibiendo de esta forma la proliferacion celular.

Ciclosporina: La ciclosporina es un péptido de 11 aminoacidos que posee actividad
inmunosupresora por medio de la unién intracelular a la proteina ciclofilina, formando un
complejo que inhibe la enzima calcineurina, con lo cual inhibe la primera fase de

activacion de los linfocitos T y la produccion de IL-2.
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D-Penicilamina: La D-Penicilamina ha sido utilizada por mucho tiempo dado sus
propiedades tedricas antifibréticas al bloquear los grupos aldehido involucrados en la

formacidén de puentes inter e intramoleculares en el colageno.

1.5.7.2 Vasodilatadores

Epoprostenol: Es un producto derivado del acido araquidénico, producido por las células

endoteliales y tiene potentes propiedades vasodilatadoras

Bosentan: Es una nueva molécula que actla como antagonista oral de la endotelina por
medio del bloqueo de sus receptores A y B que tienen un potente efecto vasoconstrictor y

mitégeno del musculo liso (122).

1.5.8 Patogenia y bases moleculares de Escleroderma

1.5.8.1 Daiio vascular: Células endoteliales, apoptosis y defecto en la
vasculogénesis.

La enfermedad vascular es un componente que ocurre extremadamente temprano y es
muy importante en Es. Hay dafio en la regulacién vasomotora (constriccion y dilatacién de
los vasos sanguineos), que proviene de la sensibilizacién y la produccién alterada de
factores, vasodilatadores como el oxido nitrico y vasoconstrictores como endotelinas (123)
Este ambiente patoldgico podria preceder al dafio vascular o podria ser una consecuencia
de daifio mas temprano, conduciendo después al dafio de las células endoteliales y a
cambios morfolégicos y funcionales de la circulacion. Los microvasos muestran un
incremento en la permeabilidad, aumentando la migracién de leucocitos a través del
endotelio y la activacion de las cascadas de coagulacion vy fibrindlisis, que culminan en

trombosis 124 12°)
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La vasculopatia afecta capilares y arteriolas (aunque hay amplias evidencias que los
grandes vasos estan involucrados también) severamente, bloqueando el flujo sanguineo y

reduciendo la oxigenacion de los tejidos.

La apoptosis es mediada por anticuerpos anti-endotelio y la induccidn de la via Fas (CD95),
ademas por la activacidn de periocitos microvasculares y la proliferacién intimal, causando
la oclusidon de los vasos sanguineos. La cual es caracterizada por capilaroscopia avascular,

y densidad capilar reducida % 12

A pesar de tales condiciones de isquemia, el proceso
de revascularizacién que normalmente restablece el flujo sanguineo al tejido isquémico
parece fallar, posiblemente como consecuencia de la funcién anormal del progenitor de
células endoteliales circulantes (PEC) “?” 28 AGin en un ambiente angiogénico aumenta la

migracion de leucocitos.

Las anormalidades inmunoldgicas dentro del sistema inmune innato y adaptativo incluyen
alteraciones en los repertorios y las actividades de células B y células T, el desarrollo de
autoanticuerpos antigeno-especificos y la modulacién de citoquinas, quemoquinas vy
factores de crecimiento. Asi, anormalidades fundamentales en multiples tipos de células,
incluyendo células endoteliales vasculares, células de musculo liso, células inmunes
(células B, células T, macrdfagos y neutrdfilos), y células de origen mesenquimal son la
base de la patogénesis de la ES (129-132). (Figura 15). La presencia de agentes infecciosos,

(133),

como citomegalovirus humano (hCMV) y el estrés oxidativo asociado con la

(123),

generacion de radicales libres son también agentes potenciales causativos y factores

candidatos que podrian modificar la progresion de la enfermedad
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Figura 15. Patogénesis de autoinmunidad en ES. PCE; progenitor endotelial circulante,
TNF; factor de necrosis tumoral, VEGF; factor de crecimiento endotelial vascular, bFGF;
factor de crecimiento endotelial, ROS; especies reactivas de oxigeno, MMPs;
metaloproteinasas, ET-1; endotelina 1
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El dafio a los microvasos del endotelio y el tejido circundante inicia una secuencia de
acontecimientos, incluyendo la liberacion de mediadores proinflamatorios, factores de
crecimiento y quemoquinas, que activa procesos de reparacion, y el reclutamiento de
leucocitos en el tejido extravascular. La acumulacién de leucocito inadecuada promueve
la inflamacién, la liberacion de enzimas de degradacién (MMPs) y la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que causan amplio dafio al tejido. La transicion de la

inmunidad innata (macrofagos) a la inmunidad adaptativa es acompafiada por
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interacciones reciprocas que promueven la activacion de las células T y el desarrollo de

una respuesta de células Th2.

Las células Th2 producen citoquinas, como IL-4, IL-5 y IL-13, que tienen actividades pro-
fibroticas y son importantes en la orquestacién de la reparacion de tejido conectivo. Las
células Treg CD4 + CD25 mantienen la tolerancia inmune y producen y requieren del TGF-f
para su expansiéon. El TGF-B promueve ademas el desarrollo de fibrosis por activacion
directa de los fibroblastos para que sinteticen coldgeno. El estimulo de las células B

conduce a la generacién de autoanticuerpos especificos de la enfermedad (134).

1.5.8.2 Células T en ES.

Hay evidencias que sugieren que las células T son importantes en el patogénesis de la ES

(135) (Tabla 6).

Tabla 6 Evidencias de la participacion de las células T en Es

1. Las células T se infiltran en |a piel temprano, antes de cualquier prueba de fibrosis
2. La frecuencia de células T activadas en la sangre y lesiones de la piel, estd aumentada
3. Las células T son tipo Th2, productoras de interleukin-4, que induce a los fibroblastos

para que produzcan coldgeno. También induce la produccién del TGFB que actia como

mitégeno para el fibroblasto

Las células T son necesarias para la produccidn de anticuerpos

La enfermedad de injerto vs. huésped es una enfermedad mediada por células T, y se asemeja a ES

Tratamientos directos contra Células T mejora la Es.

I G

Las células T que se infiltran en lesiones de la piel contienen células T oligloconales inducidas por Ags.

En especimenes secuenciales de biopsias de piel de pacientes con Es, la células

mononucleares infiltradas consisten en células T y macréfagos que aparecen en la piel

1 1 . . . . ;. . . ,
(136, 137 antes de cualquier evidencia microscdpica de fibrosis. Las células T

temprano
aparecen en el area perivascular junto con macréfagos. Las células T con el fenotipo de

memoria también fueron encontradas en especimenes de biopsia pulmonares de
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pacientes con Es y con implicacidon pulmonar 38 También se encontrd gue células T son
necesarias para la produccidon de autoanticuerpos anti-topoisomerasa | en Es (139), que
junto con otros autoanticuerpos, es un rasgo caracteristico de pacientes con la

enfermedad.

1.5.8.2.1 Receptores de células T en ES

Las células T en Es son activadas no especificamente por citoquinas o quemoquinas y
especificamente por antigenos. Las células T usan sus receptores antigénicos (TCRs) para
reconocer, en general, péptidos antigénicos en asociaciéon con HLA (clases | y Il) e iniciar
una respuesta inmune. Dos TCRs diferentes han sido reportados, el TCR a/B y el TCR y/d,
los cuales son expresados en una pequefia proporcion (por lo general el 10 %) de células T

(140, 141)- ) 3 poblacién de células T abarca un nimero muy grande de

de sangre periférica
diversos clones de células T, que es definido por la expresiéon de cada TCR diferente. La
activacion y la proliferacién no especifica de las células T pueden ocurrir in vivo en
respuesta a quemoquinas, citoquinas, o mitégenos y causarian una gran poblacion
policlonal y heterogénea de células T que expresan un TCR Unico, cuando son comparados
el uno con el otro. Resultados de investigaciones demuestran la presencia de células T
oligoclonales o en ciertos casos monoclonales en biopsias de piel de pacientes con ES. Es
muy probable que estas células T han sufrido la proliferacion especifica conducida por
antigenos y la proliferacion clonal in vivo en respuesta a un antigeno aun no identificado.
Lo cual sugiere que la ES. es una enfermedad de células T dirigida por un antigeno (135)

Asimismo en fluido de lavado bronco-alveolar de pacientes con ES, se han encontrado

células T CD8 + y CD4+.
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1.5.8.3 Activacion de célula T y produccidn citoquinas que conducen a
fibrosis

La activacién y la proliferacidn de los clones de células T relevantes en pacientes con ES,
en respuesta al estimulo especifico por un antigeno de ES (péptido/epitopos CMH),
implican la unidn de TCRs de células T con los complejos apropiados (péptido/CMH). En

42 yna respuesta de células T

presencia de sefiales coestimulatorias apropiadas
productiva ocurrird y es caracterizada por la proliferacién de células T y la produccién de

citoquinas.

Las células T helper CD4+ (células Th) se diferencian en dos grupos: Thl y Th2, y se
caracterizan por secretar distintos patrones de citoquinas. Mientras las células Thl
secretan citoquinas proinflamatorias, como interferén-y (IFN-y), IL-2, y el TNF-q,
promoviendo asi la inmunidad mediada por células, las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-

6, IL-10, y IL-13, facilitando asi la inmunidad humoral.

2 (143),

IL-17, puede ser producida tanto por célula Thl como por células Th y es sobre

expresada en la sangre periférica y la piel de pacientes con ES (144} 11-17 aumenta la

(144),

proliferacién de fibroblastos e induce la produccién IL-6 por fibroblastos y células

145); , . , . .
(143 35 mismo promueve la sintesis del TNF, la produccién IL-1, y aumenta la

endoteliales
expresion de moléculas de adherencia sobre células endoteliales. La IL-1 alternamente
induce los fibroblastos a producir coldgeno y la IL-6 induce el factor de crecimiento
plaquetario-derivado (PDGF). El PDGF es un mitégeno fibroblastico que estimula la

sintesis de colageno (146). (Figura 16).

Las células T CD4+ son las mayores productoras de la proteina IL4. (47 gp pacientes con
ES, las células Th2 son activadas y producen grandes cantidades de IL-4, citoquina
profibrdtica. Niveles de IL-4 se encuentran aumentados en muchos pacientes con ES. La
IL-4 aumenta la produccién de coldgeno, fibronectina, glicosaminoglicanos, y la sintesis de

(148-151).

proteoglicanos in vitro. En cambio el IFN-y inhibe la sintesis de colageno por los
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fibroblastos in vitro e in vivo en ratones % **2 Ademas de la IL-4, la principal citoquina
fibrogénica en escleroderma, es el TGF-B. La IL-4 promueve la produccién de TGF- (153,
154) el cual es expresado sobre las células mononucleares infiltrantes, células endoteliales,

y fibroblastos en etapas tempranas de fibrosis de la piel (155, 156).

El TGF-B, también induce la producciéon del factor de crecimiento del tejido conectivo
(CTGF) por los fibroblastos. Hay por lo menos 3 isoformas de TGF-B TGF-B1, TGF-B 2, y
TGF-B 3. EI TGF-B TGF, para unirse a su receptor, activa factores de transcripcion llamados
Smads, algunos de los cuales son estimulatorios y otros inhibitorios (157)- | os fibroblastos
de piel con ES pueden producir las cantidades de TGF-B similar a las secretadas por los
fibroblastos de la piel normal, pero expresan niveles mas altos del receptor TGF-f tipo 1
(TGF RI) y tipo TGF RIl ¥ 9 TGF-B 1 puede causar la activacién del fibroblasto,
hiperplasia y la sintesis aumentada de colageno y fibronectina, también inhibe las

(160).

metaloproteinasas de la matriz IL-17 y TNF (EC) promueven el reclutamiento de

células inflamatorias en dreas perivasculares en las células endoteliales.

Figura 16. Participacion de las células T en la fibrosis de ES. MMP; mataloproteinasas de
la matriz
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1.5.8.4 Células B en ES

Se Sabe que las células B activadas producen IL-6 y IL-10, las cuales inducen respuestas

(161, 162). F| 3umento de IL-6

inmunes Th2 predominantes, que inducen fibrosis del tejido
producida por las células B activadas directamente puede promover la fibrosis del tejido
en pacientes con ES. Las células B activadas expresan altos niveles de moléculas del CMH
clase Il y moléculas co-estimulatorias siendo casi tan eficaces como las células dendriticas
en su capacidad de células presentadoras de antigenos. Las células que presentan

antigenos juegan un papel critico para la diferenciacién de células T helper.

Las células Dendriticas preferencialmente evocan una respuesta Th1 por la produccién de
IL-12 %) mientras que las células B promueven el desarrollo de las células Th2 (164, 165).
Alternativamente, las células B podrian influir en el equilibrio de Th1/Th2 por regulacién
de la funcidn de las células dendriticas: 1L-10 producido por células B activadas inhiben la
produccién de IL-12 por células dendriticas, promoviendo asi la diferenciacién Th2 (166).
(Figura 17). Estos hallazgos sugieren que las células B son criticas para el desarrollo de las
respuestas Th2. Aunque los macréfagos sean una fuente importante de TGF-B1, las
células B activadas también secretan niveles significativos de TGF-B activo in vitro (167), por
lo tanto, el TGF-B liberado de células B activadas puede inducir la sintesis de colageno
excesiva por fibroblastos de pacientes con ES. Adicionalmente, la fibrosis de tejido
inducida por el TGF-B puede ser aumentada por otras citoquinas como CTGF, IL-4, IL-13, Y

MCp-1 (154 168-170). f TGF-B, CTGF y citoquinasTh2 cooperativamente pueden contribuir a

la patogénesis de ES.
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Figura 17. Imbalance de citoquinas: Se observa en pacientes con escleroderma
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1.5.8.5 Autoanticuerpos

La deteccién de autoanticuerpos especificos circulantes, es uno de los rasgos mas
comunes y por lo general precede al inicio de enfermedad. La presencia de anticuerpos
anti-topoisomerasa | o anticuerpos anti-ARN polimerasas, se asocian con ES cutdnea
difusa. Por el contrario, anticuerpos anti-centromero o anti-Th/To generalmente estan
presentes en ES cutdnea limitada. Sinembargo, se considera que estos autoanticuerpos

(172).

contribuyen directamente a la fibrosis del tejido Las células B son requeridas para la

produccién de anticuerpos. (Figura 18).

Figura 18. Produccidn de anticuerpos; las células T deben interactuar con las células B
para la produccién de auto anticuerpos. Parece que la IL-1 se produce después que los
anticuerpos se pegan a la célula.
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1.6 GENETICA DE LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Como se habia comentado anteriormente el fondo genético de las EAI se evidencia por la
agregacion familiar, la cual se puede cuantificar mediante el coeficiente As, que se define
como el cociente de dividir la prevalencia de la enfermedad en hermanos de individuos
afectados entre la prevalencia de la poblacién general. El coeficiente As en el LES es de
20-29 2y en AR varia entre 3-15. La comparacidn entre las altas tasas de concordancia
de los familiares con la de la poblacidn general, evidencia que la predisposicién genética
es un factor dominante en el desarrollo de las EAl. Por otro lado, una menor tasa de
concordancia en familiares que en gemelos MC, sugiere la presencia de multiples genes en
la predisposicion genética para estas enfermedades. Por lo tanto, estudios de genes
candidatos no-HLA, son un gran aporte al esclarecimiento de la etiologia de dichas

enfermedades, ya que su asociacién con EAIl esta comprobada.

Hay principalmente dos clases de estudios para identificar estos genes no-CMH,
involucrados en enfermedades complejas, los estudios de ligamiento y los estudios de

asociacién de genes candidatos.

1.6.1 Estudios de ligamiento

Los estudios de ligamiento se usan para identificar regiones cromosémicas dentro del
genoma que contengan genes de predisposiciéon a la enfermedad. Este analisis de
ligamiento genético estd basado en la transmisiéon de dos o mdas genes unidos sobre un
cromosoma a la misma célula hija (cuando locus genéticos son heredados conjuntamente)
con un rasgo fenotipico dentro de familias 173 E| modelo para estos estudios son parejas
de hermanos enfermos (affected sibling pairs, ASP). Se espera que los familiares
afectados muestren un exceso de haplotipos idénticos en las regiones donde se ubican los
genes causantes de la enfermedad. Por consiguiente, se cree que las regiones

cromosdmicas que se comparten con alta frecuencia se encuentran genes de
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susceptibilidad @73 También tienen la capacidad de localizar genes de susceptibilidad sin

tener un previo conocimiento de la etiologia de la enfermedad. (Figura 19).

Figura 19. Principio de ligamiento. Durante meiosis, cuando los cromosomas homodlogos
se aparean, se rompen en los puntos idénticos a lo largo de su longitud, dando lugar a un
intercambio de los segmentos idénticos del cromosoma entre dos cromosomas
homdlogos. El principio del andlisis de ligamiento se basa en el hecho de que si un
marcador (B) esta cerca de un gen de susceptibilidad, segregaran juntos durante la
recombinacién, mientras que si un marcador (A) que estd lejos del gen no se cosegregara
con él. En el ejemplo mostrado, el marcador B se liga al gen de la enfermedad, y dentro
de una familia determinada un alelo del marcador B (B2 en este ejemplo) serd visto con
mayor frecuencia que lo esperado por el azar en los individuos afectados (es decir, los que
heredan el alelo mutado del gen). Cuanto mds cercano el marcador se encuentre del gen
relacionado con la enfermedad, mas fuerte sera el ligamiento con la enfermedad (wt:
alelo salvaje o silvestre).

Marcador A Al . . A2

MarcadorB B1 B2
Gende Alelo Alelo
susceptibilidad wt mutado

- @~

B2 B1
Alelo Alelo
mutado wt

Modificado de Autoinmunidad y Enfermedad Autoinmune

El primer paso para detectar ligamiento entre una regién cromosdmica y un fenotipo, es
generar un mapa cromosOmico utilizando marcadores genéticos en las familias
estudiadas. Para que el andlisis sea robusto y con alto poder estadistico hay que usar una

serie de marcadores altamente informativos separados uniformemente a lo largo de los
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cromosomas, usualmente cada 20 centimorgans (cM), en todos los sujetos de las familias
a estudiar. Se considera que un marcador es altamente informativo cuando es muy
polimérfico y es poco probable encontrar individuos con los dos alelos iguales
(homocigotos). Silos dos alelos son distintos (heterocigotos) en la mayoria de sujetos de
una familia, se puede seguir con facilidad la herencia de cada uno de ellos a lo largo de
generaciones sucesivas. Por lo tanto, podemos determinar cudntos alelos idénticos
comparten 2 individuos, las posibilidades pueden ser 0,1 o 2. Los marcadores genéticos
mas utilizados en la busqueda de ligamiento son polimorfismos de nucledtido simple
(SNP) y microsatélites. El concepto estadistico de ligamiento entre un fenotipo y un
marcador genético se puede definir de la siguiente manera: si el fenotipo ocurre en
individuos que comparten mas alelos, es decir, que genéticamente son similares para un
marcador determinado (SNP), se dice que el locus que contiene este marcador esta ligado
al fenotipo. Esto implica que en la proximidad del marcador existe un gen que influye en
el fenotipo. El ligamiento se produce entre el marcador y el gen, aunque se acepta que el

(178 Una limitacién de estos estudios en

fenotipo sea el que esta “ligado” al marcador
enfermedades complejas, es su limitado poder para detectar genes con un efecto

modesto o pequeiio, de manera que se necesitan un gran nimero de familias.

1.6.2 Estudios de asociacion

Estos estudios buscan detectar una asociacidén entre uno o mas polimorfismos genéticos y
un rasgo caracteristico. Los estudios de asociacién difieren de los de ligamento en que el
mismo alelo (o alelos) esta asociado con ese rasgo de manera similar en toda la poblacion,
mientras que los estudios de ligamiento permiten que diferentes alelos estén asociados
con ese rasgo en familias diferentes. Estos estudios de asociacion pueden hacerse entre
pacientes no relacionados (casos) y controles sanos para identificar marcadores que
difieran significativamente entre los dos grupos o bien en grupos familiares formados

(175).

normalmente por un individuo enfermo y sus progenitores Este tipo de estudios

normalmente tienen mayor poder para detectar asociaciones pequefias o débiles que los
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de ligamento. Numerosos estudios genéticos de asociacion de genes candidatos se han
llevado a cabo hasta la fecha en enfermedades autoinmunes, los cuales han producido
resultados alentadores. La mayoria de las asociaciones publicadas no han sido replicadas
en poblaciones diferentes a las asociadas inicialmente. Estas discrepancias podrian
deberse, al menos en parte, a la heterogeneidad genética o a insuficiente poder
estadistico de los estudios caso-control realizados hasta la fecha, para detectar odds ratios

(OR) modestos.

1.6.3 Estudios de asociacion del genoma completo

En los ultimos afios gracias a los nuevos avances ha sido posible el desarrollo de los
estudios de asociacion del genoma completo (76), (Genome-wide association studies,
GWAS). Estos avances han consistido principalmente en un mayor conocimiento de los
patrones de variacion génica humana con el proyecto internacional HapMap

) (177),

(www.hapmap.org la disponibilidad de nuevas técnicas de genotipado, con densa

cobertura del genoma y costos mas baratos, y por ultimo la recoleccion de cohortes de
pacientes y controles mdas amplias y mejor caracterizadas. Hasta la fecha se han realizado

numerosos GWAS en EAI

1.6.4 Polimorfismos de nucleétido solo (SNPs)

SNPs son mutaciones de un solo nucledtido y dan lugar a cambios de un aa en la proteina.
La frecuencia del alelo menor debe ser mayor al 1% en la poblacién. Los SNPs son
comunes en el genoma. Cerca de 12 millones de SNPs estan disponibles en las bases de
datos, como la base de datos de polimorfismos de un solo nucleétido (dbSNP) del Centro
Nacional para Informacion de Biotecnologia. Los SNPs ofrecen la posibilidad de realizar un
mapeo fino del genoma debido a la cercana posicién de uno respecto a otro y su baja tasa

de mutacion.
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Figura 20. SNP. Transicién de un solo nucleétido

1.6.5 Seleccion de genes candidatos

La eleccién de genes candidatos se puede hacer basandose en dos estrategias; la posicion

y la funcioén.

La posicion: basada en genes que con anterioridad hayan sido encontrados en regiones de
susceptibilidad a la enfermedad mediante estudios de ligamiento, o bien genes que se
encuentren en regiones genéticas humanas homadlogas asociadas a susceptibilidad en

modelos animales.

La funcion: la cual consiste en seleccionar genes que puedan tener una implicacién en los
mecanismos fisiopatolégicos de la enfermedad, asi como genes implicados en
enfermedades inflamatorias o autoinmunes relacionadas. También se deben tener en
cuenta genes que involucrados en las vias fisiopatologias de la enfermedad (inflamacién,

vias activacion de células T y B entre otras).
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1.7 GENES IMPLICADOS EN LA ViA DE SENALIZACION DEL RECEPTOR DE
CELULAST

El desarrollo y diferenciacién de las células T asi como sus funciones efectoras, estan
finamente controladas por la activacion de varias rutas de sefalizacidn intracelular en
respuesta a la activacion del receptor de células T (TCR) y de receptores de moléculas

(178,179 En |as EAI se han observado anormalidades como: efectos en:

coestimulatorias
proliferacion de células T, produccién de citoquinas, apoptosis, cambios en el
citoesqueleto y muchos otros procesos que son regulados por la via de sefializacién del

(18- por Io tanto genes involucrados en esta via son

TCR en células timicas y periféricas
candidatos para investigacién en autoinmunidad. En este estudio se seleccionaron 3

genes.

1.7.1 PTPN22 (Proteina Tirosina Fosfatasa No Receptor proteina 22)

PTPN22, estd localizado en el cromosoma 1p13.3-p13.1 y codifica para una proteina
tirosina fosfatasa linfoide intracelular (Lyp), con un peso molecular de 110 kd. Su
estructura contiene un dominio catalitico N-terminal y un dominio no catalitico C-terminal
con 4 dominios ricos en prolina ™" (Figura 21).

Figura 21. Estructura de PTPN22, Lyp fisicamente se une por un motivo rico en prolina (48),

al dominio SH3 de la Csk quinasa.

SH3 SH2 kinase
: CTERe 1 Csk

N[ J I T ITic PEp
catalytic P1 P2 P3P4
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Bajo condiciones normales LYP trabaja como un regulador negativo, inhibiendo la
sefializacion del TCR junto a la quinasa CSK. Esta actividad combinada inhibe la activaciéon
de la tirosina quinasa LCK que estd involucrada en los eventos tempranos de la

sefializacion del TCR.

Hallazgos recientes han demostrado que el polimorfismo 1858C/T de PTPN22 (Centro
Nacional para Informacién de Biotecnologia dbSNP No rs2476601) cambia una arginina
por triptéfano en el codén 620 (W620R), localizado en el motivo P1, el cual interrumpe la
interaccidn entre Lyp y Csk, evitando la unién del complejo, por lo tanto la no inactivacién

de Lck 18

La capacidad de Csk y Lyp para inhibir la sefializacion de receptor de células T requiere su

(182} Estas moléculas acttan conjuntamente para inactivar Lck, una

asociacion fisica
guinasa de la familia Src que estd involucrada en eventos tempranos de sefializacion de las
células T.

El receptor de célula T (TCR) conduce a la defosforilacién de la tirosina quinasa LCK en
Y505 por la fosfatasa de membrana CD45. (Figura 22). La subsecuente autofosforilacion
de LCK en Y394 es un acontecimiento temprano en la activacion de la Célula T
conduciendo la fosforilaciéon de sustratos corriente abajo por LCK. La tirosina fosfatasa
PTPN22 y la quinasa intracelular CSK regulan a LCK por el retiro del fosfato de activacién
en Y394 por PTPN22, asi como la refosforilacién de Y505 por CSK. El polimorfismo de
PTPN22 (R620W) ha mostrado interrumpir la unién de PTPN22 a CSK, y aumentar la

actividad intrinseca de fosfatasa propia de PTPN22 (183).
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Figura 22. PTPN22: Regulacion de la actividad de la tirosina quinasa LCK por PTPN22 Y
CSK

|\_4 @ Y394 ok L
Y505 \_/( . \—/
LCK inactiva LCK activa
célulaT en reposo célulaT activa
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Todavia no se ha establecido directamente el papel de PTPN22 en las células Tgeg, pero el
aumento de funcién puede reducir el umbral de sefializaciéon de estas células reduciendo

, .7 184).
asi su funcion &

Claramente, este polimorfismo no elimina completamente las
funciones de PTPN22, porque aun los portadores homocigotos del alelo R620W de TPN22

no exponen un fenotipo como él del ratén Knockout.

Si bien es cierto la principal actividad de PTPN22 ha sido demostrada en células T, también
hay evidencias que se expresa en células B, natural killers, monocitos y neutrdfilos, asi
como puede unirse a otras proteinas, como c-CBL y Grb2 (molécula adaptadora)

. ~ e ., . . 185).
involucradas en sefalizacién de linfocitos B *%°)

1.7.2 Antigeno 4 asociado al Linfocito T Citotoxico (CTLA-4)

Después de la activacion de la célula T que ocurre por la unién del TCR al complejo
péptido-CMH, viene una segunda sefial coestimuladora que es modulada por moléculas

en la superficie de la célula a través del TCR, tales como CD28, el inducible T-cell co-
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stimulator (ICOS) y CTLA 4. Estas moléculas pertenecen a la superfamilia de las
Inmunoglobulinas y se expresan en la superficie de las células Tgeg, y Se unen a ligandos
homoélogos en las células presentadoras de antigenos. CTLA 4 Estd localizado en el
cromosoma 2q33. La expresidon de CTLA-4 es dependiente de la unién CD28 a CD80 o

(186, 187) pero a diferencia de CD28, molécula

CD86 y ocurre un tiempo después
coestimuladora CTLA-4 es una molécula que inhibe la activacion de células T. CTLA-4
regula la tolerancia periférica por diferentes mecanismos: Primero, inhibe la activacion de
células T patogénicas por modulacién de la sefializaciéon del TCR, especificamente en la
fosforilacion de la cadena&, compite con las moléculas coestimuladoras CD28, por los
ligandos CD80 y CD86 para inhibir el efecto coestimulador. (Figura 23). Ademads puede
interactuar directamente con el complejo TCR-CD3 en sinapsis inmunolégica para
interrumpir la activacion de Célula T enlazando y bloqueando el immunoreceptor de
tirosina basado en un motivo de activacion (ITAM) (188, 189). Eg importante recalcar que
CTLA-4 solamente actua en cis junto con el TCR, diferente del CD28 que actua tanto en cis
como en trans cuando se expresa B7 (CD80 o CD86) en una CPA (150). Segundo, células Tgeg
expresan constitutivamente CTLA-4 que se une a células efectoras para alterar la
transduccidn de sefales y la posterior liberacidn de citoquinas. La unién de CTLA-4 con su
ligando produce la liberacién del factor de crecimiento transformante B (TGF-B), lo cual ha
sido propuesto como uno de los mecanismos de accion de las Tgeg. Tercero, las cascadas
de sefalizacion de CTLA-4 afectan el patron de expresidn de citoquinas por ejemplo, el

bloqueo entre CTLA 4 y CD80 o CD86 hace que se dé un patrén de expresion de citoquinas
Tha (191, 192).
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Figura 23. Via de seifalizacion de CTLA4. Abreviaturas: APC: célula que presenta
antigenos; ITAM: inmunoreceptor, motivo de activaciéon basado en tirosina; LYP: lymphoid
tyrosine phosphatase; CMH: complejo Mayor de histocompatibilidad; SH2/3: Src dominio
de homologia 2/3; TCR: receptor de Célula T.
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ExpertReviewsin Molecular Medicine € 2005 Cambridge University Press.

También se ha propuesto otro mecanismo: CTLA-4 podria usar el complejo LYP/GRB2 para
inhibir la activacion de las Células T. El complejo LYP/Grb2 podria enlazar los dominios
SH2 o SH3 DE CTLA-4 para asi inhibir la activacién de las Células T. Bien es establecido que
Grb2 desempefia un papel corriente abajo de esta via de senalizacion mediada por CD28.

Este gen regula negativamente la via de sefializacion del receptor de células T (153)

Polimorfismos de CTla4: Cinco polimorfismos han sido reportados en el gen de CTLA-4. El
primero es un microsatélite dinucleotidico en el exdn 4. El segundo polimorfismo es un
cambio de una A por G en la posicion 49 (49/AG) del exdn 1. Este polimorfismo genera un

(191, 192).

cambio de alanina por treonina en el coddn 17 de la secuencia lider El tercer y

cuarto polimorfismos estan en la region promotora, es un cambio de C por T en la posicion
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-318 (-318 C/T) y en la posicién -1722 un cambio de una T por C (-1722T/C) %
Recientemente ha sido descrito otro polimorfismo llamado CT60 A/G ubicado en la regidén

3'UTR ") (Figura 24).

Figura 24. Ubicacion gendmica del gen CTLA-4: brazo largo del cromosoma 2y
polimorfismos de CTLA4
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Autoinmunidad y Enfermedad Autoinmune, CIB

1.7.3 Transductor de seial y activador de transcripcion (STAT 4)

STAT4, gen localizado en el cromosoma 2g12-g34, codifica un factor de transcripcion que
transmite sefiales inducidas por varias citoquinas claves en la via quinasas Janus-STAT
incluyendo IL 12 y el interferdn tipo | asi como IL 23 (196). (Figura 25). Es un factor
citosélico latente cuya activacién ocurre tras la uniéon de las citoquinas a su receptor. Las
guinasas Jak se activan y fosforilan su receptor en los residuos de tirosina lo que recluta a
STATs, lo dimerizan y fosforilan siendo translocado al nucleo. Alli, estimula la
transcripcion de genes especificos incluyendo interferon A, un indicador clave de
diferenciacién de células T en células Th 1. La sefializacién dependiente de STAT4 por
receptores de IL-12 juega un papel critico en el desarrollo de una respuesta de células
tipoThl (197, 198): STAT4 también ha sido implicado en la diferenciacion éptima de un linaje
recientemente definido de células T CD4+ designado como células Th17. Esto depende en
parte de la actividad de la IL-23 como citoquina relacionada con la IL-12. Las células TH17
proinflamatorias y la Thl juegan un papel importante en desdrdenes inflamatorios
crénicos.
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Figura 25. Sefializacion de IL-12 e IL-23: STAT4 transductor de seiial
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La expresion de STAT 4 se encuentra aumentada en el sinovio de pacientes con AR.
Ratones deficientes de STAT4 son generalmente resistentes a los modelos de enfermedad

autoinmune, incluyendo la artritis

De hecho, los experimentos que tienen como
blanco a las células Th1l en modelos de enfermedad autoinmune generalmente tienen sin
darse cuenta como blanco el linaje Th17, porque las citoquinas claves de los dos linajes,
interleuquina-12 e interleuquina-23, y sus receptores comparte subunidades comunes.

El uso de oligodeoxinucleotidos inhibidores u oligonucleétidos antisentido especificos para
STAT4 puede mejorar la enfermedad en modelos de artritis. Se sugiere la utilidad de

STAT4 como un objetivo terapéutico (200, 201).
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2  OBIJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la asociacion entre los polimorfismos de los genes PTPN22, CTLA4, STAT4 con
AR, LES y ES, y sus manifestaciones clinicas, en dos poblaciones Colombianas.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar los polimorfismos: C1858T del gen PTPN22, rs7574865 del gen STAT4,
rs3087243 del gen CTLA4 en pacientes con AR y hallar las frecuencias alélicas y
genotipicas.

e Relacionar la presencia de los polimorfismos con la expresion de las
manifestaciones tipicas de AR.

e Determinar los polimorfismos: C1858T del gen PTPN22, rs7574865 del gen STAT4,
rs3087243 del gen CTLA4 en pacientes con LES y hallar las frecuencias alélicas y
genotipicas.

e Relacionar la presencia de los polimorfismos con la expresion de las
manifestaciones tipicas de LES.

e Determinar el polimorfismo C1858T del gen PTPN22 con Escleroderma y hallar las

frecuencias alélicas y genotipicas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Diseiio del estudio

Se planteo un estudio de Casos y controles donde se establecieron dos tipos de
asociaciones: 1) La asociacién de los marcadores genéticos para desarrollar AR, LES y ES.

2) La asociaciéon de los polimorfismos con la severidad de las enfermedades mediante
ciertas manifestaciones clinicas de AR y LES. Los desenlaces de cada enfermedad que
tuvimos en cuenta son para AR: anticuerpos anti-CCP, RF, ANAS, manifestaciones extra-
articulares (ndédulos reumaticos), articulaciones involucradas y erosiones articulares
(demostrado radiograficamente). LUPUS: ENAS+, nefritis IUpica, neuropsiquiatrias

(Psicosis, convulsiones), y cutaneas.

3.2 Definicion de sujetos de estudio

Pacientes: Se escogieron pacientes de dos regiones del pais: 1) De la Costa Atlantica, que
asistian a consulta al Instituto de Reumatologia en la ciudad de Barranquilla (se definieron
como, poblacidn de Barranquilla) y 2) De la regidn central del pais, que asistian a consulta
al Instituto de Reumatologia de Bogotd y a la Clinica Carlos Lleras Restrepo del Instituto de
Seguro Social (definidos como poblacion de Bogotd). La distribucién de los pacientes fue:
AR Barranquilla= 261, AR Bogota= 133 para un total de 394 pacientes. LES Barranquilla=
47, LES Bogotd= 47, para un total 94 pacientes y ES Bogota= 101. Los pacientes fueron
diagnosticados bajo los criterios de inclusién del Colegio Americano de Reumatologia para
cada una de las enfermedades. De los 394 pacientes con AR, 344 eran mujeres y 51

hombres. Para LES 92 mujeres y 2 hombres.

Descripcidn pacientes AR Barranquilla: Edad actual, promedio= 54,2 afios, ds= 15,7
Minima= 20,0 Maxima= 86,0
Edad de inicio de la enfermedad, promedio= 43,4 afios, ds= 14,7
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Minima= 12,0 Maxima= 84,0

Figura 26. AR Barranquilla: Edad actual, Edad de Inicio
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Descripcidn pacientes AR Bogota: Edad actual, promedio= 53,1 aios, ds= 16,2
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Edad de inicio de la enfermedad promedio= 46,5 afios, ds= 16,4

Minima= 10,0 Maxima 86,0

Figura 27. AR Bogota: Edad actual, Edad de inicio
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Figura 28. LES Barranquilla: Edad actual, Edad de inicio
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Figura 29. LES Bogota: Edad actual, Edad de inicio
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Controles: Para el estudio se tomaron dos tipos de controles: 1) 290 individuos sanos de la
ciudad de Barranquilla y 144 de Bogota. 2) los controles para la asociacién con las
manifestaciones fueron pacientes que cursaban con la enfermedad pero no presentaban

la manifestacién a evaluar. Los controles de Bogotd fueron seleccionados de manera
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aleatoria de trabajadores y estudiantes de postgrado de la Universidad Nacional. Los
controles de Barranquilla pertenecian a una poblaciéon de individuos sanos que hacen
parte de proyectos de investigacion genética del laboratorio de Inmunogenética de la
Universidad del Norte de Barranquilla. Los controles son sujetos mestizos que
representan a la poblacién de la costa Caribe. Para el andlisis se tuvo en cuenta la edad, el
sexo y la etnicidad de los controles con respecto a los casos. Se obtuvo consentimiento
escrito de todos los participantes (pacientes y controles). El comité de ética de la Facultad

de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia aprobd el estudio.

El estudio se diseid a mediados del afio 2006 y se empezaron a tomar las muestras a
finales de este mismo afio hasta Octubre del 2008. En total se analizaron 1,024

individuos.

3.3 Procedimientos

3.3.1 Extraccion de muestras de sangre y aislamiento de linfocitos a partir
de sangre periférica del paciente.

Se tomaron aproximadamente 5 ml de sangre periférica mediante puncién venosa en
tubos con anticoagulante EDTA (venoject Beckton Dickenson) marcados con el numero
correspondiente a cada paciente y con el nombre del paciente, la muestra se refrigeré
hasta realizar el aislamiento de los linfocitos mediante la técnica de Ficoll-Hypaque

(Sigma). Las células obtenidas se almacenaron a -80°c.

3.3.2 Extraccion de ADN a partir de linfocitos de pacientes.

Para este procedimiento se utilizdé el kit comercial “ChargeSwitch® gDNA Blood” de
Invitrogen. La técnica se basa en la utilizacidon de perlas magnéticas que se proveen de

una carga de superficie adecuada dependiente del pH del buffer circundante para facilitar
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la purificacion del DNA. A pH bajo las perlas adquieren carga positiva enlazando el DNA
que estd cargado negativamente, mientras que las proteinas y otros contaminantes son
removidos mediante lavados con buffer acuoso, con ayuda de un imdan externo.
Posteriormente el DNA es eluido mediante la neutralizacién de la carga en la superficie de
las perlas por adicién de un buffer pH 8.5. Las concentraciones obtenidas de DNA se

miden en un espectrofotémetro UV visible (nanodrop) a una longitud de onda de 260 nm.

3.3.3 Genotipificacion.

Caracterizacion de los genotipos de cada paciente por analisis molecular con sondas de

hibridacién-PCR en tiempo real.

En el Instituto de Genética se llevd a cabo la genotipificacion del polimorfismo C1858Tde
PTPN22 para ES, AR Bogota, AR Barranquilla (47muestras), LES Bogotd y LES Barranquilla.
Se identificaron las formas homocigoto silvestre (CC), heterocigoto mutado (CT), vy
homocigoto mutado (TT), utilizando PCR en tiempo real con sondas de hibridacién en el
equipo LightCycler de Roche. Técnica ideal para detectar SNPs, (laboratorio Roche

divisién Roche Molecular Biochemicals).

La técnica se basa en sondas de hibridacion, usa dos sondas de oligonucledtidos marcados
con dos colorantes diferentes (fluoresceina y ligthCycler- Red 640) que hibridan sobre la
secuencia interna de ADN blanco. Los colorantes solo interactian cuando se han unido a

la secuencia de ADN.

En la fase de anillamiento en el ciclo de PCR los oligonucleétidos (sonda) hibridizan en la
region adyacente del ADN blanco. Los fluoréforos que estan perfectamente acoplados a
los oligonucledtidos hibridan muy cercanos uno del otro. La sonda donadora F1 marcada
con un fluoréforo en su extremo 3’ es excitada por una luz externa, a su vez la sonda F1

pasa esa excitacion como energia a la sonda F2 o aceptora marcada en el extremo 5.
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Finalmente, se produce una emisién de luz que se mide a 640nm y es captada por el
equipo para crear la curva de amplificacién. Esta sonda debe ser bloqueada en su
extremo 3’con un grupo fosfato para evitar su extensiéon durante la reaccidon. Las
diferencias de las temperaturas melting permiten evaluar los picos de los genotipos

homocigoto silvestre, heterocigoto y homocigoto mutado.

PCR:
Protocolo volumen final 20 pl Condiciones PCR
Agua HPLC 12.8 pl Temperatura  Tiempo
MgCL, 0.8 pl Denaturacion 95° 10’
Primer Mix 1.2 ul Conc. final 2 ul Cuantificacion 95° 107
Sonda Mix 1.2l Conc. final 2 ul 60° 15" 40 ciclos
Master Mix 2.0l 72° 15"
ADN 2.0ul Curva melting 95° 0
40° 30
80° 0
Enfriamiento 4° ~

3.3.3.1 Controles Genotipificacion sondas de hibridacion

Para la identificacion de los genotipos homocigoto wild type, Heterocigoto y homocigoto
mutado de PTPN22 se usaron como controles muestras previamente genotipificadas
enviadas de la Corporacion de investigaciones bioldgicas (CIB), Unidad de Biologia Celular

e Inmunogenética de Medellin.

La genotipificaciéon del polimorfismo rs3087243 de CTLA4 para muestras de AR (353) LES
(94) y controles (214), se llevd a cabo en el hospital Virgen de las Nieves en la ciudad de
Granada, Espafa. La Genotipificacion se llevo a cabo con la técnica PCR en tiempo real
con sondas de hibridacion en el equipo LightCycler (Laboratorio Roche division Roche
Molecular Biochemicals). Los controles (muestras previamente genotipificadas) fueron

proporcionados por el laboratorio de Inmunogenética del hospital Virgen de las Nieves.
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La genotipificacion del polimorfismo rs7574865 del gen STAT4 para todas las muestras:
AR, LES y controles, lo mismo que para el polimorfismo C1858T del gen PTPN22 para 243
muestras de Barranquilla y los controles, se efectuaron en el Instituto de Parasitologia y
Biomedicina "Lopez-Neyra" Consejo Superior de Investigaciones Cientificas en la ciudad de
Granada, Espana. El analisis se realizé6 mediante la técnica PCR-tiempo real con sondas

Tagman 5 discriminacion alélica (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Este método se basa en la actividad exonucleasa de la polimerasa. Las sondas TagMan
son complementarias a los dos alelos de un SNP y cada una tiene un quencher
(bloqueador) en su extremo 3’ y una molécula fluorescente (FAM y VIC) en 5’. Durante la
fase de anillamiento extensidn, la sonda se hibrida a los amplicones y la DNA polimerasa
hidroliza (rompe) el quencher, lo que resulta en un incremento de la fluorescencia. La
fluorescencia se detecta utilizando el RealTime ABI PRISM® 7900 Sequence Detector. Esta

técnica resulta dptima para estudios que requieran el andlisis de muchas muestras para el

genotipado.

PCR:
Protocolo Condiciones PCR
volumen final 5pl .

. Temperatura Tiempo
Mezcla inicial
Master Mix 220 ul 95° 10
Sonda 40X 5l 92° 15° (40 C
H,0 HPLC 195 ul )
Mezcla anterior 4 ul 60 1
ADN 1ul Discriminacion alélica
65° 1
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3.3.3.2 Controles Genotipificacion Sondas Tagman

Para la identificacion de los genotipos homocigoto wild type, heterocigoto y homocigoto
mutado de los polimorfismos PTPN22 y STAT4 se usaron controles del laboratorio de
Inmunogenética del Instituto de Parasitologia y Biomedicina "Lopez-Neyra" CSIC. Las
genotipificaciones se confirmaron con secuenciacion cogiendo el 5% de las muestras al

azar coincidiendo los resultados en un 100%

Secuencias de primers y sondas:

PTPN22

Primer F 5 ACTATgTTgCgCAggCTAgTC 3’

Primer R 5" TgCTCCAAggATAgATgATgAAATCC 3’
Sonda A 5" CTgTACTCACCAgCTTCCTCAACCAC—FL
Sonda S 5  LC640-AAATgATTCAggTgTCCATACAgg—PH
CTLA 4

Primer F 5' TCATTCAgTATCTggTggAgTCTC 3’

PrimerR 5' CCAACATTggggTTgCCAT 3’
Sonda A 5' ggATATAACATgggTTAACACAg--FL

SondaS 5' ggATATAACATgggTTAACACAg—FL
STAT 4
SondaA 5' TATGAAAAGTTGGTGACCAAAATGT [G]JAATAGTGGTTATCTTATTTCAGTGG-VIC

SondaS 5° TATGAAAAGTTGGTGACCAAAATGT [TJAATAGTGGTTATCTTATTTCAGTGG-FAM

78



4 ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la asociacién de los polimorfismos con AR, LES y ES, se construyeron tablas de

contingencia correspondientes y se contrasté la hipétesis de asociacion mediante un test

de xz.

Se calcularon odds ratios (OR) de cada genotipo para cuantificar la magnitud de la

asociacion, con intervalos de confianza (IC) del 95%.

Los analisis comparativos de los resultados en cuanto a la presencia de los polimorfismos y
la severidad de AR y LES se analizaron mediante el uso del test exacto de Fisher. Se tomd
la p corregida de Yates.

El valor de p menor de 0.05 fue considerado estadisticamente significante.

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el programa estadistico STATA 10.
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5 RESULTADOS

5.1 Poblacidon estudiada

Todos los casos fueron seleccionados para la realizacion de este trabajo, bajo los criterios
del Colegio Americano de Reumatologia, mientras que los controles fueron escogidos de
manera aleatoria, en La Universidad Nacional de Colombia en Bogotd y en la Universidad
del Norte en Barranquilla. Se usé una tasa de casos: controles para LES (1:2), para ARy Es

(2:2).

5.2 Genotipificacion

A las muestras de ADN se les midié la concentracién a 260 nm y se ajustd a 25 ng. y se
evalud el coeficiente de pureza para cada una de las muestras. La mayoria de las
muestras tenian un coeficiente entre 1.7-1.9, muestras menores de 1.5 y mayores de 2.0
se purificaron. El 6% de las muestras no amplificaron y por ende no fueron
genotipificadas, en la tabla 7 se muestran el numero de muestras que fueron

genotipificadas para cada gen, poblacién y enfermedad.

Tabla 7. Genotipificaciones realizadas para cada gen, poblacion y enfermedad.

AR Barranquilla AR Bogota LES Barranquilla LES Bogota ES C. Barranquilla C. Bogota

PTPN22 261 133 47 47 101 290 144
STAT 4 271 124 42 51 0 67 144
CTLA4 210 114 47 47 0 69 142
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5.3 Controles

Se identificaron los tres genotipos en los controles para sondas de hibridaciéon realizadas

en el Ligthcycler.

Figura 30. Controles Genotipificacion Sondas de hibridacion PTPN22
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También se identificaron los tres genotipos de los controles realizados con sondas de

hidrdlisis en el Applied Byosistem

Figura 31. Controles Genotipificacion sondas Tagman (hidrolisis)
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5.4 Secuenciacion

Las genotipificaciones se confirmaron secuenciando el 5% de las muestras escogidas al

azar. Las muestras secuenciadas coincidieron en un 100% con las Genotipificaciones.

Figura 32. Secuenciacion (Resultados)

5.5 GENES ESTUDIADOS

5.5.1 PTPN22

Se analizaron las poblaciones de Barranquilla y Bogotd para todos los polimorfismos y las

enfermedades por separado y conjuntamente.

82



Pacientes y controles se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los

genes.

Figura 33. Distribucion Genotipica pacientes AR, LES y controles PTPN22

Ditribucién genotipica AR

Barranquilla
100 85,1%
80
60
40
20
0
CC CcT 1T
Genotipos

Ditribucion genotipica
AR Bogota

87,97%
100

80 -
60 -

12,03%

0,
20 | 0,00%

cc CT TT
Genotipos

Distribucion genotipica LES Bogota

0,
100 - 8511%

80 -~
60 -
40 -

12,77%
20

cc CcT T
Genotipos

83

Distribucion genotipica
controles Barranquilla

100 - 94,48%

80 -

60 -

40 -

20 - 5,17% 0,34%

0 -

cC Ccr 1T
Genotipos

Distribucion genotipica
controles Bogota

93,62%
100 -
80 -
60 -
40 -
6,38% 0,00%
20 -
0 -
cc cT TT
Genotipos

Distribucion genotipica LES Barranquilla
100 - 87,23%

80
60
40

20

cc CT TT
Genotipos



En la cohorte de Barranquilla al analizar la variante genética del gen PTPN22 se observd
que existe un aumento de la frecuencia del alelo (620W) en los casos (8%) compardndola
con los controles sanos (3%) (p=0,0002). En los casos 13,8% portan el genotipo

heterocigoto mientras que en los controles 5,2% (p=0,0005). (Tabla 8).

En la cohorte de Bogota los casos muestran un aumento en la frecuencia del genotipo CT
(12%) al compararla con la frecuencia hallada en los controles (6,3%). No se observo

asociacion. (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C1858T de PTPN22 en controles y pacientes
con AR

PTPN22 Pacientes AR  Controles P OR (IC 95%) Pacientes Controles P OR (IC 95%)
C1858T Barranquilla  N=290 (%) AR Bogota N= 144 (%)
N=261 (%) N= 133 (%)
cc 222 (85,1) 274 (94,5) 0,0002 0,34 (0,18-0,62) 117 (88,0) 135 (93,7) 0,0935 0,51 (0,22-1,17)
CcT 36 (13,8) 15 (5,2) 0,0005 2,82 (1,51-5,24) 16 (12,0) 9(6,3) 0,0935 1,95 (0,84-4,51)
T 3(1,1) 1(0,3) 0,2666 2,23 (0,32-15,27) 0(0,0) 0(0,0) 0,0000 1,08 (0,02-54,92)
C 480 (92,0) 563 (97,0) 0,0002 0,35 (0,20-0,63) 250 (94,0) 279 (96,9) 0,1016 0,53 (0,23-1,19)
T 42 (8,0) 17 (3,0) 0,0002 2,80 (1,58-4,95) 16 (6,0) 9(3,1) 0,1016 1,90 (0,83-4,28)

*Analisis independiente Barranquilla y Bogota

También se analizaron las dos cohortes en conjunto. Se analizo el SNP y las dos
poblaciones. El valor de p aumentd significativamente, mostrando una asociacién de la

enfermedad con el alelo de riesgo.

La frecuencia del genotipo CT en los casos AR provenientes de Barranquilla y Bogota fue
del 13,2%, los controles para este mismo genotipo presentaron un frecuencia de 5,5%
encontrandose diferencias significativas entre casos y controles p= 0,00013. La frecuencia
del alelo menor fue superior en los casos (7,4%) al compararlos con los controles (3,0%)
presentando diferencias significativas (p=0,00005). Al unir las dos cohortes vemos que el
valor de p pasa a ser altamente significativo, lo que podria indicar que la presencia del

alelo menor podria ser un marcador de susceptibilidad para AR. (Tabla 9).
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Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP C1858T en controles y pacientes con AR

PTPN22 Pacientes AR Barranquilla y Bogota Controles P OR (IC 95%)
C1858T N=394 (%) N=434 (%)
cc 339 (86,0) 409 (94,2) 0,00006 0,39 (0,23-0,62)
CcT 52(13,2) 24 (5,5) 0,00013 2,54 (1,54-4,19)
i 3(0,8) 1(0,2) 0,27109 2,21 (0,32-15,06)
C 730 (92,6) 842 (97,0) 0,00005 0,35 (0,19-0,68)
T 58 (7,4) 26 (3,0) 0,00005 2,52 (1,57-4,03)

*Analisis conjunto Bogotd + Barranquilla

Al comparar el niumero total de casos con LES vs controles se observan diferencias en las
frecuencias del genotipo CT 12,8% y 4,3% respectivamente (p=0,00867), la frecuencia del
alelo T (alelo menor) fue superior en los casos (7,4%) que en los controles (2,1%)

(p=0,00210). (Tabla 10).

Tabla 10. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP C1858T de PTPN22 en controles sanos
y pacientes con LES

PTPN22 Controles Barranquilla y LES Barranquilla y Bogota P OR (IC 95%)
C1858T Bogota N=188(%) N=94 (%)
cc 180 (95,7) 81(86,2) 0,00388 0,29 (0,11-0,71)
CcT 8(4,3) 12 (12,8) 0,00867 3,15 (1,28-7,82)
T 0(0,0) 1(1,1) 0,15656 4,02 (0,16-99,66)
C 368 (97,9) 174 (92,6) 0,00210 0,28 (0,11-0,67)
T 8(2,1) 14 (7,4) 0,00210 3,51 (1,47-8,35)

*Analisis conjunto Barranquilla + Bogota

Al dividir los casos de LES por regiones se encuentra que los casos provenientes de
Barranquilla muestran diferencias significativas para el genotipo CT (casos 12,8% -
controles 2,12%, p=0,0101). La frecuencia del alelo T para esta poblacion también
muestra diferencias 6,4% para los casos y 1,1% para los controles (p=0,0112). La
frecuencia del alelo T en los casos provenientes de Bogota es de (8,5%) y los controles
(3,2%) hallandose un valor cercano a la significancia (p=0.0525). En general para la
poblacién de Bogota no se evidencian diferencias significativas entre casos y controles.

(Tabla 11).
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Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP c1858T en controles y pacientes con LES

PTPN22 Pacientes LES Controles P OR (IC 95%) Pacientes Controles P OR (IC 95%)
C1858T Barranquilla N=94 (%) LES Bogota  N=94 (%)
N=47 (%) N=47 (%)
cc 41 (87,2) 92 (97,8) 10,0101 0,19 (0,04-0,87) 40 (85,1) 88 (93,6) 0,0996 0,40 (0,13-1,22)
CcT 6(12,8) 2(2,12) 0,0101 5,17 (1,15-23,25) 6(12,7) 6(6,4) 0,2004 2,11 (0,67-6,6)
T 0(0,0) 0(0,0) 0 1,98 (0,04-101,30) 1(12,2) 0(0,0) 0,1558 4,04 (0,16-101,2)
C 88 (93,6) 186 (98,9) 0,0112 0,20 (0,05-0,09) 86 (91,5) 182 (96,8) 0,0525 0,36 (0,12-1,06)
T 6(6,4) 2(1,1) 0,0112 4,90 (1,12-21,55) 8 (8,5) 6(3,2) 0,0525 2,7 (0,94-7,75)

*Analisis independiente Barranquilla y Bogota

El analisis del Polimorfismo con Escleroderma no mostrd diferencia en la frecuencia del

alelo minoritario en la poblacién con Es y la poblacién sana, lo cual sugiere que la variante

620W no confiere riesgo para desarrollar ES (Tabla 12).

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP C1858T de PTPN22 en controles sanos

y pacientes con ES

PTPN22 Controles ES P OR (IC 95%)
C1858T N=144 (%) N=101 (%)
cc 135 (93,8) 95 (94,1) 0,92079 1,01 (0,36-2,82)
cT 9(6,3) 6(5,9) 0,92079 0,09 (0,35-2,78)
1 0(0,0) 0(0,0) - 1,42 (0,02-72,23)
c 279 (96,9) 196 (97,0) 0,92205 1,01 (0,36-2,77)
T 9(3,1) 6 (3,0) 0,92205 0,99 (0,36-2,74)

*Analisis Bogota

Para la asociacion del polimorfismo con la severidad de AR, se analizaron las variables

aplicando el test exacto de Fisher, en algunos casos se tomd la p corregida de Yates. Se

analizaron las cortes de Barranquilla y Bogota independientemente. (Tablas 13, 14).

Tabla 13. Relacién del polimorfismo C1858T de PTPN22 con manifestaciones de AR Barranquilla.

PTPN22  Manifestaciones ANAS Ac. Anti-CCP RF Nédulos Vasculitis Erosiones
C1858T Extra-articulares Reumaticos Oseas
cc 78,4% (29) 82,9% (34) 80,4% (37) 81,5% (66) 87.5% (7) 100% (1) 82,4% (56)
cT 21,6% (8) 17,1% (7) 19.6% (9) 17,3% (14) 12.5% (1) 0,0% (0) 17,6% (12)
T 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0) 1,2% (1) 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0)
cc 29 34 37 66 7 1 56
CT+TT 8 7 9 15 1 0 12
P 0,5126* 0,7113* 0,2284** 0,7771* 0,5975** 0,8318** 0,9853*
OR 1,61 1,6 3,41 1,13 0,69 0,00 1,13
1C 95% (0,52-4,90) (0,37-7,29) (0,37-18,33) (0,43-4,23) (0,03-6,27) (0,00-26,34) (0,37-3,55)
**Fisher * p corregida de YATES Se analizaron los genotipos CT+TT Vs. CC
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Tabla 14. Relacion del polimorfismo C1858T de PTPN22 con manifestaciones de AR Bogota.

PTPN22 Manifestaciones ANAS Ac anti-CCP RF Nddulos Vasculitis Erosiones
C1858T Extra-articulares Reumaticos Oseas
cc 83,3% (35) 94,8% (55) 93.3% (70) 88,6% (78) 100% (4) 100% (2) 84,5% (49)
cT 16,7% (7) 5,2% (3) 6,7% (5) 11,4% (10) 0,0% (0) 0,0% (0) 15,2% (9)
T 0,0% (0) 0 0 0,0% (0) 0,0% 0,0% (0) 0,0% (0)
cc 35 55 70 78 4 2 49
CT+TT 7 3 5 10 0 0 9
P 0,4317"* 0,0610* 0,0839** 0,5472** 0,5812%* 0,5893* 0,4804*
OR 1,9 0,25 0,36 1,20 0.00 0,0 1,88
1C 95% 0,527,06 (0,05-1,05) (0,09-1,38) (0,27-5,95) (0,00-11,81) (0,00-31,35) (0,48-7,92)
**Fisher *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos CT+TT Vs. CC

No se encontrd asociacion con ninguna de las manifestaciones planteadas para las dos

poblaciones. Algunas variables tenian un valor de p cercano a la significancia (ANAS=

0,0610 y Ac. anti-CCP= 0,0839), por lo tanto se analizaron conjuntamente. No se observd

Asociacion en este andlisis para ninguna manifestacion. (Tabla 15).

Tabla 15. Relacion del polimorfismo C1858T de PTPN22 con manifestaciones de AR Bogota + AR

Barranquilla
PTPN22 Manifestaciones ANAS Ac anti-CCP RF Nédulos Vasculitis Erosiones
C1858T  Extra-articulares Reumaticos Oseas
cc 80,5% (62) 88,9% (88) 88,9% (112) 89,6% (156) 91,7% (11) 66,7% (2) 87,5% (84)
cT 19,5% (15) 11,1% (11) 11,1% (14) 9,8% (17) 8,3% (1) 33,3% (1) 12,5% (12)
T 0,0% (0) 0 0 0,6% (1) 0 0 0
cc 62 88 112 156 11 2 84
CT+TT 15 11 14 18 1 1 12
P 0,2082* 0,991* 0,6781* 0,1554* 0,4855** 0.3614** 0,5481*
OR 1,75 0,9 1,5 0,52 0,55 3,19 0,73
IC (0,77-3,98) (0,34-2,83) (0,43-5,72) (0,22-1,23) (0,03-4,41) (0,00-47,07) (0,31-1,69)
**Fisher *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos CT+TT Vs. CC

La asociacion del polimorfismo con LES fue independiente de cualquier manifestacidn, de

severidad o del estatus de anticuerpos, tanto en la cohorte Bogotda como en la de

Barranquilla. (Tablas 16 y 17)
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Tabla 16. Relacién del polimorfismo C1858T de PTPN22 con manifestaciones de LES
PTPN22 Nefritis Neuropsiquiatrias Cutaneas Vasculitis Hematoldgicos
C1858T (Anemia)

cC 83,9% (26) 88,9% (8) 89,5% (34) 75% (3) 82,3% (28)
cT 12,9% (4) 11,1% (1) 10,5% (4) 0 14,7% (5)
1L 3,2% (1) (i} 0 25% (1) 2,9% (1)
cc 26 8 34 3 28
CT+TT 5 1 4 1 6
P 0,4019** 0,5534** 0,3392%* 0,5557%* 0,6571*
OR 1,83 0,61 0,51 1,59 1,07
1C 95% (0,27-15,4) (0,03- 6,24) (0,08-3,40) (0,00-21,36) (0,15-9,20)
**Fisher *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos CT+TT Vs. CC

Tabla 17. Relacion del polimorfismo C1858T de PTPN22 con status de anticuerpos de LES.

PTPN22 ANAS AC. anti-DNA AC. anti-La Ac. anti-Ro Ac. anti-RNP Ac. anti-SM
cc 86,4% (51) 86,3% (25) 85,7% (6) 94,7% (18) 87% (20) 85% (17)
cT 11,9% (7) 10,3% (3) 14,3% (1) 5,3% (1) 8,6% (2) 15% (3)
T 1,7% (1) 3,4% (1) 0 0 4,4% (1) 0
cc 51 25 6 18 20 17

CT+TT 8 4 1 1 3 3
P 0,5009** 0,3891** 0,5628** 0,4150** 0,3797** 0,4314**
OR 0 1,92 1,61 0,41 2,7 1,85
1C 95% 0 (0,26-16,87) (0,00_24,36) (0,01-5,12) (0.21-74,03) (0,21-18,33)
**Fisher *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos CT+TT Vs. CC
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5.5.2 CTLA4

Figura 34. Distribucidn genotipica pacientes AR, LES y controles CTLA4
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Se estudid el polimorfismo rs3087243 (CT60) el cual ha mostrado la asociacién mas fuerte

(202). Después del

con EAI en estudios reportados anteriormente en poblacién Caucasica
analisis con las cohortes por separado y en conjunto, se encontré que CTLA 4 no estd
asociado con AR o LES en la poblacidn estudiada. Las frecuencias alélicas son similares

tanto en pacientes como en controles. (Tablas 18, 19 y 20).

Tabla 18. Frecuencias alélicas y genotipicas de CTLA4 en pacientes con AR y controles sanos

CTLA4 Pacientes AR Controles P OR (IC95% ) Pacientes Controles P OR
rs3087243 Barranquilla  N=290 (%) AR Bogota N=141 (%)
N=240 (%) N=113 (%)
GG 94 (39,2) 123 (42,4) 0,4492 0,88 (0,61-1,23) 39(34,5) 57(40,4) 0,3342 0,78 (0,46-1,30)
AG 116 (48,3) 129 (44,5) 0,3761 1,17( 0,82-1,64) 56 (49,6) 61(43,3) 0,3172 1,28 (0,78-2,10)
AA 30(12,5) 38 (13,1) 0,8362 0,95 (0,57-1,58) 18 (15,9) 23 (16,3) 0,9343 0,98 (0,50-1,91)
G 304 (63,3) 375(64,7) 0,6553 0,94 (0,73-1,21)  134(59,3) 175(62,1) 0,5258 0,89 (0,62-1,27)
A 176 (36,7) 205(35,3) 0,6553 1,06 (0,82-1,36) 92(40,7) 107 (37,9) 0,5258 1,12 (0,78-1,60)

*Analisis independiente Barranquilla y Bogota

Tabla 19. Frecuencias alélicas y genotipicas de CTLA4 en pacientes con AR y controles sanos

CTLA4 Controles Barranquillay Bogota AR Barranquilla y Bogota P OR (IC 95%)
rs3087243 N=431 (%) N=298 (%)
GG 180 (41,8) 133 (37,7) 0,24510 0,84 (0,63-1,12)
GT 190 (44,1) 172 (48,7) 0,19462 1,20 (0,90-1,59)
T 61 (14,2) 48 (13,6) 0,82304 0,96 (0,63-1,43)
G 550 (63,8) 438 (62,0) 0,47126 0,93 (0,75-1,13)
T 312 (36,2) 268 (38,0) 0,47126 1,08 (0,87-1,32)

*Analisis conjunto Barranquilla + Bogota

Tabla 20. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs3087243 de CTLA4 en pacientes
con LES y controles sanos

CTLA4 Controles Barranquilla y Bogota LES Barranquilla y Bogota P OR (1C 95%)
rs3087243 N=188 (%) N=94 (%)
GG 70 (37,2) 34 (36,2) 0,86143 0,96 (0,57-1,60)
AG 83 (44,1) 45 (47,9) 0,55383 1,16 (0,70-1,90)
AA 35 (18,6) 15 (16,0) 0,58146 0,86 (0,44-1,64)
G 223 (59,3) 113 (60,1) 0,85557 1,03 (0,72-1,47)
A 153 (40,7) 75 (39,9) 0,58148 0,97 (0,67-1,38)

*Andlisis conjunto Barranquilla + Bogota
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Este polimorfismo no es un factor de riesgo para AR ni para LES en nuestra poblacién,
tampoco se encuentra involucrado con la severidad de la enfermedad. No se encontré

asociado a ninguna manifestacion clinica de AR o LES en los analisis independientes y

conjuntos. (Tablas 21, 22 y 23).

Tabla 21. Relacidn del polimorfismo rs3087243 de CTLA4 con status de anticuerpos de LES.

CTLA4 ANAS Ac. anti-DNA Ac. anti-La Ac. anti-Ro Ac. anti-RNP Ac. anti-SM
rs3087243
GG 33,9% (20) 21,4% (6) 57,1% (4) 33,3% (6) 34,8% (8) 30.0% (6)
AG 49,2% (29) 60,8% (17) 42,9% (3) 50,0% (9) 43,5% (10) 50,0%( 10)
AA 16,9% (10) 17,8% (5) 0,0% (0) 16,7% (3) 21,7% (5) 20,0% (4)
GG 20 6 4 6 8 6
AG+AA 39 22 3 12 15 14
P 0,2071** 0,1746* 0,1510** 0,8120* 0,8533* 0,9939*
OR 0 2,69 0,29 0,94 1,09 1,24
IC (0,00-3,36) (0,71-10,55) (0,04-2.02) (0,22-4,14) (0,26-4,67) (0,29-5,45)

**Fisher *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos AT+AA Vs. GG

Tabla 22. Relacion polimorfismo rs3087243 de CTLA 4 con manifestaciones de LES.

CTLA4 Nefritis Neuropsiquiatricos Cutaneos Vasculitis
rs3087243
GG 35,5% (11) 22,2% (2) 32,4% (12) 20,0% (1)
AG 45,2% (14) 55,6 (5) 54,1% (20) 40,0% (2)
AA 19,3% (6) 22,2% (2) 13,5% (5) 40,0% (2)
GG 11 2 12 1
AG+AA 20 7 25 4
P 0,3842* 0,4263** 0,4218* 0,5201**
OR 0,45 1,69 0,69 1,82
IC (0,10-1,98) (0,27-13,50) (0,15-3,06) (0,16-46,55)

**Fisher *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos AT+AA Vs. GG

Tabla 23. Relacion polimorfismo rs3087243 de CTLA 4 con manifestaciones de AR.

CTLA4 Manifestaciones ANAS Ac. anti-CCP RF Nédulos Vasculitis Erosiones
rs3087243 Extra-articulares Reumaticos dseas
GG 37,8% (25) 42,2% (35) 35,4% (35) 39,1% (54) 54,5% (6) 66,7% (2) 38,5% (25)
AG 41,0% (27) 47,0% (39) 44,4% (44) 44,2% (61) 36,4% (4) 33,3% (1) 46,1% (30)
AA 21,2% (14) 10,8% (9) 20,2% (20) 16,7% (23) 9,1% (1) 0,0% (0) 15,4% (10)
GG 25 35 35 54 6 2 25
AG+AA 41 48 64 84 5 1 40
P 0,8974* 0,2102* 0,8276* 0,9467* 0,1773* 0,3055* 0,5843*
OR 0,91 0,61 1,17 0,92 0,46 0,28 0,79
IC 95% 0,45-1,82 (0,29-1,27) (0,52-2,65) (0,45-1,88) (0,12-1,82) (0,01-4,12) (0.39-1,60)

**Fisher *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos AT+AA Vs. GG
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5.5.3 STAT4

Figura 35. Distribucion genotipica pacientes AR, LES y controles STAT4
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Al evaluar las frecuencias genotipicas para las dos poblaciones casos AR y controles se
observaron diferencias significativas para el genotipo TT, donde la frecuencia del genotipo
de los casos (18,0%) fue superior a la de los controles (9,7%) (p= 0,00059). La frecuencia

del alelo T en los casos fue de 38,3% y en los controles del 29,1% (p=0.00009) (Tabla 24).

Tabla 24. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs7574865 de STAT4 en controles
y pacientes con AR

STAT4 Controles Barranquillay Bogota AR Barranquilla y Bogota P OR (IC 95%)
rs7574865 N=434 (%) N=373 (%)
GG 223 (51,4) 154 (41,3) 0,00415 0,67 (0,50-0,88)
GT 169 (38,9) 152 (40,8) 0,60031 1,08 (0,81-1,43)
T 42 (9,7) 67 (18,0) 0,00059 2,02 (1,34-3,05)
C 615 (70,9) 460 (61,7) 0,00009 0,66 (0,53-0,81)
T 253 (29,1) 286 (38,3) 0,00009 1,51 (1,22-1,85)

*Analisis conjunto Barranquilla y Bogota

Al estratificar la poblacién por regiones la frecuencia del genotipo TT fue superior en los
casos, AR de Barranquilla (16,5%) y AR de Bogota (21%) al compararlo con los controles
AR Barranquilla (9%) y controles AR Bogota (11,1%) (p=0,0085 y p= 0,0269
respectivamente). Al estimar las frecuencias alélica se encontré que la frecuencia del
alelo T fue superior en los casos (AR Barranquilla (36%) y AR Bogotd (43,1%)) en
comparacion con los controles (AR Barranquilla (27,4%) y AR Bogota (32,6%)) (p=0,0026 y
p=0,0122 respectivamente). (Tabla 25).

Tabla 25. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs7574865 de STAT4 en controles
y pacientes con AR

STAT4 Pacientes AR Controles P OR (IC 95%) Pacientes Controles P OR (I1C 95%)
rs7574865 Barranquilla N=290 AR Bogota N=144 (%)
N=249 (%) N=124 (%)
GG 111 (44,5) 157 (54,1) 0,0269 0,68 (0,48-0.95) 43 (34,7) 66 (45,8) 0,0638 0,63 (0,38-1,03)
GT 97 (39,0) 107 (36,9) 0,6231 1,09 (0,77-1,54) 55 (44,3) 62 (43,1) 0,8307 1,05 (0,65-1,70)
T 41 (16,5) 26 (9,0) 0,0085 1,972 (1,17-3,31) 26 (21,0) 16(11,1) 0,0269 2,07 (1,06-4,03)
G 319 (64,0) 421 (72,6) 0,0026 0,67 (0,52-0,87) 141 (56,9) 194 (67,4) 0,0122 0,64 (0,45-0,91)
T 179 (36,0) 159 (27,4) 0,0026 1,48 (1,14-1,92) 107 (43,1) 94(32,6) 0,0122 1,56 (1,09-2,21)

*Andlisis independiente Barranquilla y Bogota
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El andlisis de la poblacién total de casos con LES mostrd diferencias significativas para la
frecuencia genotipica GT (57%) y frecuencia genotipica TT (20,4%) vs controles (GT: 43,1%
y TT: 10,6%), p=0,02810 genotipo GT y p= 0,02547 genotipo TT. La frecuencia génica para
T también presento diferencias significativas al comparar ambas poblaciones (casos 48,9%

y controles 32,2% p= 0,00011) (Tabla 26).

Tabla 26. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs7574865 de STAT4 en controles sanos y
pacientes con LES

STAT4 Controles Barranquillay Bogota LES Barranquilla y Bogota

rs7574865 N=188(%) N=93 (%) P OR (1€ 95%)
GG 87 (46,3) 21(22,6) 0,00012 0,35 (0,19-0,61)
GT 81(43,1) 53 (57,0) 0,02810 1,73 (1,05-2,85)
T 20 (10,6) 19 (20,4) 0,02547 2,15 (1,09-4,22)
C 255 (67,8) 95 (51,1) 0,00011 0,50 (0,34-0,71)
T 121 (32,2) 91 (48,9) 0,00011 2,01 (1,40-2,87)

*Analisis conjunto Barranquilla y Bogota

Al evaluar los casos por regiones, los casos LES provenientes de Barranquilla presentaron
diferencias significativas en la frecuencia alélica de T y frecuencia genotipica para el
heterocigoto GT, siendo superior en los casos (48,8% y 64,3% respectivamente) mientras
en los controles la frecuencia del alelo T 31,9% vy la frecuencia del genotipo GT 42,6%.

p=0.0077 y p=0.0192 respectivamente.

La frecuencia del genotipo TT para los casos LES provenientes de Bogota (23,5%) fue
superior a la frecuencia obtenida en los controles (10,6%) (p=0,0388). La frecuencia génica
para el alelo menor fue superior en los casos (49%) vs. controles (32,4%) (p=0.0056).

(Tabla 27).
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Tabla 27. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs7574865 de STAT4 en controles sanos y pacientes

con LES por region.

STAT4 Pacientes LES  Controles P OR (IC 95%) Pacientes Controles P OR
rs7574865  Barranquilla N=94 (%) LES Bogotda  N=94 (%)
N=42 (%) N=51 (%)
GG 8(19,0) 44 (46,8) 0,0021 0,29 (0,12-0,68) 13 (25,4) 43 (45,8) 0,0168 0,42 (0,20-0,88)
GT 27 (64,3) 40 (42,6) 0,0192 2,34 (1,11-4,93) 26 (50,1) 41 43,6) 0,3958 1,34 (0,67-2,63)
TT 7 (16,7) 10 (10,6) 0,3260 1,71 (0,62-4,74) 12 (23,5) 10 (10,6) 0,0388 2,51 (1,01-6,19)
G 43 (51,2) 128 (68,1) 0,0077 0,45 (0,29-0,83) 52 (51,0) 127 (67,6) 0,0056 0,50 (0,30-0,82)
T 41 (48,8) 60 (31,9) 0,0077 2,02 (1.19-1,40) 50 (49,0) 61(32,4) 0,0056 1,99 (1,21-3,24)

*Andlisis independiente Barranquilla y Bogota

La asociacion del polimorfismo rs7574865 de STAT4 con LES y AR es independiente de la
severidad de las enfermedades y no se asocio con ninguna variable estudiada. (Tablas 28
y 29). La variante rs7574865 de STAT4 se asocia con LES independientemente del status

de anticuerpos, y no es marcador de severidad de la enfermedad. (Tabla 30).

Tabla 28. Relacion del polimorfismo rs7574865 de STAT 4 con manifestaciones y status de anticuerpos en
AR

STAT4 Manifestaciones ANAS Ac. anti-CCP RF Nédulos Vasculitis Erosiones
rs7574865 Extra-articulares Reumaticos Oseas
GG 41,4% (31) 40,2% (39) 40,8% (49) 41,4% (70) 25,9% (3) 33,3% (1) 38,0% (35)
GT 49,3% (37) 42,3% (41) | 44,1%(53) | 45,0% (76) 75,1% (9) 66,7% (2) 45,7% (42)
T 9,3% (7) 17,5% (17) 15,1% (18) 13,6% (23) 0,0% (0) 0,0% (0) 16,3% (15)
GG 31 39 49 70 3 1 35
GT+TT a4 58 71 99 9 2 57
P 0,9483* 0,6404* 0,1371* 0,2326* 0,0536* 0,6256* 0,9706*
OR 0,98 0,83 0,55 0,66 1,92 1,15 1,05
IC 95% (0,53-1,79) (0,43-1,58) (0,25-1,189 (0,34-1,27) (0,46-9,28) (0,08-32,66) (0,58-1,93)
**Fisher  *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos CT+TT Vs. CC
Tabla 29. Relacidon del polimorfismo rs7574865 de STAT 4 con manifestaciones de LES
STAT4 Nefritis Neuropsiquiatricos Cutaneos Vasculitis Anemia
rs7574865
GG 42,4 % (12) 33,3% (2) 27,0% (10) 40% (2) 28,1% (9)
GT 48,3% (14) 16,7% (1) 62,2% (23) 40% (2) 53,1% (17)
T 10,3% (3) 50,0% (3) 10,8% (4) 20% (1) 18,7% (6)
GG 12 2 10 2 9
GT+TT 17 4 27 3 23
P 0,0981* 0,9772* 0,7923** 0,6238** 0.6402
OR 0,25 0,61 1,5 0,59 0,96
IC 95% (0,05-1,2) (0,08-5,62) (0,33-6,68) (0,07-5,82) (0,16-5,469
**Fisher *p corregida de YATES  Se analizaron los genotipos CT+TT Vs. CC

95



Tabla 30. Relacidn del polimorfismo rs7574865 de STAT 4 con status de anticuerpos en LES

STAT4 ANAS Ac. anti-DNA Ac. anti-Ro Ac. anti-RNP Ac. anti-SM Ac. anti-La
rs7475865
GG 32,1% (18) 28,6% (8) 16,7% (3) 27,3% (6) 20,0% (4) 50% (3)
GT 50,0% (28) 53,6% (15) 66,7% (12) 45,5% (10) 60,0% (12) 50% (3)
T 17,9 % (10) 17,8% (5) 16,6% (3) 27,2% (6) 20,0% (4) 0,0% (0)
GG 18 8 3 6 4 3
GT+TT 38 20 15 16 16 3
P 0,3181* 0,7766* 0,1623 * 0,9447*16 0,3526* 0,3666**
OR 0 1,41 3,57 1,33 2,46 0,41
IC 95% (0,00-2,80) (0,38-5,23) (0,68-20,77) (0,28-6,37) (0,5-12,74 0,05
**Fisher *p corregida de YATES Se analizaron los genotipos CT+TT Vs. CC
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6 DISCUSION

6.1 PTPN22

Desde la identificacion de la relacion entre las EAl y los genes HLA, hace 30 afios no se
habia descrito otro gen diferente, como marcador de susceptibilidad para estas
enfermedades. En los ultimos afios ha surgido un nuevo gen de riesgo a multiples EAL.
Este gen es una proteina tirosina fosfatasa (PTP) que en un primer estudio se encontré

asociado con a DT1 (84

Desde que Bottini y col. en 2004 describieran la primera
asociacion entre el polimorfismo 1858C/T y DT1 (184) asta proteina tirosina fosfatasa
intracelular se ha convertido en el mayor factor genético comun de riesgo a
autoinmunidad en humanos. Mads adelante trabajando una amplia gama de SNPs
funcionales por ligamento, Begovich y col (Agosto del 2004). reportaron una asociacién

similar para AR (203)

Posteriormente a estos estudios iniciales, numerosos grupos han
replicado la asociacién de dicho polimorfismo en diversas poblaciones de origen caucasico
para AR, LES y otras EAI (203-206). | M Gémez y col (207) reportaron la asociacién de
C1858T/PTPN22 para LES, DT1, Sindrome Primario de Sjogren (SS), pero no para AR

(OR=1.26, IC 95% 0.64—2.44, P=0.5) en poblacién Colombiana.

Teniendo en cuenta el papel de PTPN22 en la regulacién del TCR y la relevancia que
parece tener el SNP C1858T en susceptibilidad para autoinmunidad, se decidié estudiar la
asociacién de este SNP con AR, LES, ES y su relacion con la severidad de AR y LES en dos
poblaciones colombianas: la regién Caribe y la regidn central del pais, se hizo un andlisis
diferencial entre las dos poblaciones. Respecto al trabajo de investigacién llevado a cabo
por Gomez y col en el 2005 para poblacion Colombiana, donde tomaron 298, casos y 308
controles para AR, se aumentd en el presente estudio el nimero de individuos= 394 casos
y 434 controles sanos, con el fin de obtener mayor poder estadistico, para revaluar la no

asociaciéon de AR con el polimorfismo C1858T de PTPN22.
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Los resultados de este estudio reportan asociacion del polimorfismo C1858T de PTPN22
con AR Barranquilla (OR=2.80; IC 95% 1.58-4.95 p=0.0002, para el alelo T), no se observo
asociacion con la poblacidon de AR Bogota, pero se observé una tendencia para el genotipo
CT. Al analizar las dos poblaciones en conjunto vemos que la asociacion fue mas fuerte
(OR=2,52 1C95% 0,83-4,28 p=0,00005 para el alelo T). La presencia de no asociacion en
la poblacion del centro del pais podria ser debida al nimero de individuos analizados, 133
pacientes mientras que para Barranquilla el nimero de pacientes fue de 261, situacion
que podria estar afectando el poder estadistico para esta poblacion.

La asociacién hallada al evaluar la poblacién total de pacientes con AR es relevante ya
gue en estudios anteriores en poblacion Colombiana no se habia reportado esta

asociacion.

También se encontrd una asociacién significativa para LES (OR=3,51; IC 95% 1,47-8,35 p=

0.00210 para el alelo T). Se reprodujo la asociacién del estudio colombiano %

y de los
diferentes estudios a nivel mundial ?°>2%) En un meta-anilisis reciente gue incluye en su
mayoria estudios en caucasicos confirmé una fuerte asociacién global para LES (P<10~,
OR= 1.49, IC 95% 1.28-1.75) y para AR (P<10®°, OR= 1.68, IC 95% 1.53-1.84) % se
identifico al polimorfismo C1858T de PTPN22 como la asociacién mads robusta y
reproducible después de la regién HLA. Adicionalmente a la fuerte susceptibilidad de
C1858T para desarrollar LES y AR, se ha visto asociado a otras EAl, como enfermedad de

@11 Todos estos

Graves % Al P19 tiroiditis de Hashimoto 2% y miastenia gravis
fenotipos autoinmunes tienen en comun un componente humoral, con autoanticuerpos
especificos para cada patologia, que frecuentemente aparecen antes de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Parece ser que PTPN22 se encuentra asociado

a patologia autoinmunes caracterizadas por la produccién de anticuerpos, mientras que

(212), (213, 214).

en enfermedad intestinal inflamatoria esclerosis multiple y enfermedad
. 7 e . 213). .

celiaca no es una caracteristica dominante ?**" En estas patologias no se ha encontrado

asociacion con la variante alélica R620W. Teniendo en cuenta esta observacion

analizamos la relacién de la variante alélica con los anticuerpos anti-CCP, FR, anti-dcADN,
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ENAS, observando que la asociacién del polimorfismo con AR y LES fue independiente del
status de anticuerpos, no se asocié a FR, anticuerpos anti-CCP, anti-ADNdc o anticuerpos

anti-ENAS.

Se ha demostrado que los alelos del epitopo compartido (EC) HLA-DRB1 y PTPN22 junto
con el FR y los anticuerpos anti-citrulina (anti-CCP) son marcadores de susceptibilidad y de
severidad para AR. Ultimamente se ha propuesto que los alelos del EC HLA-DRB1 se

asocian solamente a los pacientes seropositivos para anticuerpos anti-CCP.

La asociacién del alelo R629W con la enfermedad puede ser el cambio en la regulacion de
Lck, causando la pérdida de la regulacién negativa en la via de sefalizacidn del receptor de
células T. Es mads probable que el polimorfismo R620W cause un cambio del nivel de
actividad eficaz de PTPN22 en los compartimentos celulares, como una ganancia de
funcion. ¢CoOmo esta ganancia de funcion de la variante alélica acompafiada del cambio en
la regulacidon de la via de sefalizacion del TCR se puede involucrar en autoinmunidad?

El polimorfismo R620W de PTPN22 resulta en una ganancia de funcion enzimatica que va

a aumentar el umbral para la sefializacion del TCR (Figura 36).

Figura 36. PTPN22: Ganancia de funcién
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El efecto de esos cambios bioquimicos conduce a un aumento de nivel del umbral de
estimulacion que es requerido para la seializaciéon del TCR. En el timo, este cambio en el
umbral de sefalizacion puede resultar en la seleccidon positiva de timocitos que en
situacién normal serian delecionados, resultando asi en la periferia células T maduras,
potencialmente autorreactivas. Un segundo mecanismo puede involucrar una sefal
reducida en las células Treg con un resultado deficiente en la regulacién de las células T
autorreactivas. Uno o ambos de estos mecanismos puede llevar al estado de

1 @5 Un estudio reciente

susceptibilidad a desordenes autoinmunes como, AR, LES y DT
demostré que el polimorfismo incrementa las células T de memoria CD4+ vy altera la
produccién de citoquinas. Adicionalmente puede alterar las células B, donde se ha
descrito que la variante 620W da lugar a una menor produccién de células B de memoria

216)- Este

dichas células van a responder menos al estimulo del receptor de células B (BCR) (
hecho podria finalmente resultar en una mayor produccién de autoanticuerpos. Las
frecuencias alélicas del polimorfismo C1858T de PTPN22 varian entre las distintas
poblaciones. En Europa existe un marcado gradiente norte-sur, siendo las frecuencias
mas bajas en el sur de Europa y las mas altas en los paises escandinavos (Figura 37). El

alelo 620W esta practicamente ausente en poblaciones asidticas y africanas (217).

Figura 37. Mapa de Europa: Resume la variacion de la frecuencia demografica para el
alelo 1858T de PTPN22
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Por lo tanto los intentos de replicacidon de esta asociacion en EAl en esas poblaciones han
resultado negativos. En conclusidn, el polimorfismo 1858T de PTPN22 esta fuertemente
asociado con susceptibilidad a AR y LES, ademas ha sido propuesto como un marcador
comun de predisposicion a diversas EAl en poblaciones caucdsicas (Tabla 31). Con este

estudio podemos confirmar la influencia de este polimorfismo en poblaciones hispanas.
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Tabla 31. Caracteristicas de los estudios del Polimorfismo 1858T de PTPN22 y Enfermedades autoinmunes.

Numero

Principales hallazgos

____Estudio Pais (etnicidad) Enfermedad Casos Controles (OR para alelo T vs. C) Poder® (@=0.05, OR=1.5)
Kahles et al. Germany (C) TiD 239 220 TI1D: OR=1.88, P=0.0009 57.2
Addison’s diseases 121 Addison’s disease: NS
Prescott et al. UK (U) IBD 374 514 NS 84.6
Martin et al. Spain (C) IBD 812 1113 NS 99.2
Zhernakova et al. Netherland (C) RA 528 151 RA: OR=1.8, P=0.003 83.6
Ti1D 334 TI1D: OR=2.3, P <0.0000002
Celiac disease 309 Celiac disease: NS
Gomez et al. Colombian (H) RA 308 298 RA: NS 86.2
SLE 143 SLE: OR=2.56, P=0.001
TiD 110 T1D: NS
Wagenleiter et al. German (C) CD 254 146 NS 79.9
Steer et al. UK (C) RA 374 302 OR=2.05, P=0.00003 73.9
Wesoly et al., Netherlands (C) RA 891 416 OR =1.55, P <0.00001 99.9
Rueda er al Spain (C) Celiac disease 653 534 NS 93.2
Seldin et al. Finland (C) RA 1400 1030 RA: OR=147, P=30x10" 99.9
JIA 230 JIA: NS
Reddy et al. Sweden (C) SLE 1042 571 OR=1.42, P=0.0007 98.0
van Oene et al. Canada (C) RA 603 906 OR=1.80, P=0.000002 97.3
Skorka et al. Polland (C) GD 310 290 OR=1.70, P=0.0008 68.8
Hinks et al. UK (C) RA 595 886 RA: OR=1.88, P=18x10"" 97.1
JIA 661 JIA: OR=1.53, P=0.0005
Psoriasis 279 Psoriasis: NS
PsA 455 PsA: NS
MS 379 MS: NS
Ittah et al. France (C) Sjogren’s disease 172 183 NS 47.0
Simkins et al New Zealand (C) RA 563 869 OR=1.58, P=0.0003 96.6
Matesanz et al. Spain (C) MS 200 120 NS 43.2
Viken et al. Norway (C) RA 555 515 RA: OR=1.58, P=0.001 90.5
JIA 320 JIA: OR =141, P=0.04
CD 316 CD: NS
SLE 162 SLE: NS
Zheng et al. USA (C) Ti1D 1178 396 OR =340, P=0.008 97.8
Orozco et al. Spain (C) RA 1036 826 RA: OR=145, P=0.001 99.1
SLE 512 338 SLE: OR=145, P=0.03
GD 429 549 GD: OR=1.88, P=0.00003 87.9
Velaga et al. UK (U) Addison’s disease 104 Addison’s disease: OR =1.69, P=0.03
Smyth et al. UK (U) TID 1718 1573 TID: OR=1.78, P=1.17x 107" 99.9
GD 833 901 GD: OR=1.43, P=0.0004
Kyogoku et al. USA (C) SLE 1035 520 OR=1.32, P=0.03 97.6
Begovich er al. USA (U) RA 926 840 OR=2.13, P <0.0001 98.8
Bottini et al. USA (U) TiD 395 294 OR=1.79, P=0.002 74.7

C= Caucdsico U= Desconocido H= hispano
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6.2 CTLA4

CTLA4 es generalmente un regulador negativo de la activacidon de las células T porque
compite por los ligandos CD80 y CD86 con la molécula coestimuladora CD28, por lo tanto
cualquier alteracion en su funcién podria llevar a una estimulacién exagerada de las

células T por parte de CD28 lo cual se observa en las EAL.

El papel regulador de CTLA-4 ha sido demostrado en ratones Knock-out para este gen, los
cuales desarrollan desérdenes linfoproliferativos que resultan en expansidn policlonal de

linfocitos T CD4+ aparentemente como resultado de una tolerancia desbalanceada a los

(218, 219).

autoantigenos El bloqueo in vitro de CTLA-4 por anticuerpos monoclonales

potencia la proliferacion celular, aumenta la produccién de IL-2, produce cambios en el

citoesqueleto de los linfocitos y aumenta la velocidad del ciclo celular por intermedio de

(193, 220).

las ciclinas Los polimorfismos de CTLA4 han sido asociados con una variedad de

enfermedades autoinmunes humanas, con ORs que van de 1.1 a 1.5 221 Tales

.. . 222).
asociaciones fueron reportadas primero con enfermedad de Graves (222).y

subsecuentemente con diabetes tipo 1 (223)- | 4 mayoria de estos estudios se han realizado

con el SNP +49 A/G.

CTLA4 se encuentra en una regién que también codifica para otras dos moléculas
coestimulatorias CD28 e ICOS (Figura 38 A), por lo que fue sugerido inicialmente que la

asociaciéon con CTLA4 podria reflejar el desequilibrio de ligamento con otros genes

(183, 221).

candidatos en la regidn Sin embargo, un andlisis extenso de SNPs redujo una

region importante de riesgo a un segmento de 6.1 kb en la region 3" de CTLA4, incluyendo

R (202).

polimorfismos posiblemente reguladores en la region 3'UT Se han reportado otros

(221), como la

SNPs en esta regién por estar asociados a otros desordenes autoinmunes
enfermedad de Addison, enfermedad celiaca y artritis reumatoide 224 por o tanto, CTLA4

parece ser un loci de susceptibilidad para autoinmunidad. Se observé que un haplotipo
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formado por 4 SNPs donde el CT60 mostraba la asociacién mas fuerte con Diabetes tipo |,

enfermedad de graves y tiroiditis autoinmune.

Figura 38. A. Posible region de ligamiento, haplotipo y SNP de riesgo. B. isoformas de la
molécula CTLA 4.
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Se han propuesto varios mecanismos para ver la implicacién de CTLA4 en la pérdida de la

auto-tolerancia y autoinmunidad:

1. El haplotipo de riesgo se asocia a bajos niveles de una variante de empalme que codifica
la forma soluble de CTLA4, (sCTLA4) (Figura 38 B) la cual se une a sus ligandos CD80 y
CD86, bloqueando su interaccion con la molécula coestimulante CD28. Esta disminucién
en los niveles de sCTLA4 puede indicar una carencia relativa del bloqueo de la actividad de
la célula T efectora, permitiendo mayor activacién de estas y poner al individuo en riesgo
para desarrollar autoinmunidad. Sin embargo, esta investigaciones no han sido

conclusivas #2Y
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2. Paraddjicamente a su funcion reguladora negativa CTLA 4 activa las células Tgeg, donde
se expresa constitutivamente. Asi que una alteracion en el gen podria conducir a una
disminucién en la activacion de las células Tgeg, desencadenando autoinmunidad %%,
Aunque CTLA4 se ha propuesto como un gen de susceptibilidad para autoinmunidad,
también se han visto resultados inconsistentes. Barton A y col (2004)***" publicaron un
analisis de haplotipos en familias simplex (con un solo miembro afectado). Fue usado el
genotipo de 5 haplotipos (-1722 T/C, -1661 A/G, -658 C/T, -319 C/T, and +49 A/G) y
adicionalmente 2 SNPs (CT60 y rs1863800). No hubo evidencia de asociacidon de los SNPs
simples ni de los 5 haplotipos en esa poblacién (226)- gy poblacién espafiola se hicieron dos
estudios con el polimorfismo CT60, uno para AR @27 donde no se reporto asociacion. El
otro estudio se llevé a cabo con el mismo polimorfismo y una cohorte con LES (228 Ep
contraste este estudio reporté la asociacién del polimorfismo CT60 con LES. En este
estudio en poblacién colombiana no se observd asociacién con AR ni con LES. En
conclusién, analizando los resultados podemos decir que CTLA 4 no es un gen de
susceptibilidad para AR. Podria tener un pequeio efecto para LES (OR=1,87 IC95% 0,92-
3,77 p=0,0724 para el genotipo AG), (OR=1,52 IC95% 0,92-2,52 p=0,0992 para el alelo
A).

Se tendria que revaluar la asociaciéon de CTLA con autoinmunidad, realizando mas estudios
donde se incremente el nimero de poblacién, aumentar el nimero de haplotipos vy
realizar un analisis de ligamiento ya que podria estar en desequilibrio de ligamiento con el

gen responsable de susceptibilidad para EAI.

6.3 STAT4

STAT4 estd localizado en el cromosoma 2g en una regién identificada como region
putativa de ligamiento (229 4onde se encuentran CTLA4, CD28-CTLA2-ICOS. En el estudio

desarrollado por Remmers y col (225) oy poblacién norteamericana con ancestro Europeoy
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Sueco, se realizd6 un mapeo fino de dicha regidon utilizando una seleccion de genes
candidatos, para encontrar polimorfismos asociados con AR. (Figura 39). Se encontré una
fuerte asociacién para STAT4, en cambio la asociaciéon de CTLA4 fue bastante moderada
sugiriendo que la asociacién encontrada anteriormente, se atribuyé a STAT4 y la

contribucién de CTLA4 fue pequefia.

Figura 39. Panel A: Pico de ligamiento identificado anteriormente en el cromosoma 2 para
la presencia de los genes que podrian influir en la artritis reumatoidea. Se evaluaron 13
genes candidatos. Panel B: Asociacidn para los 82 SNPs dentro de los genes candidatos
seleccionados.
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En el mismo estudio analizando una regién entre STAT1 y STAT4 se encontré un haplotipo
en el gen STAT4, fuertemente asociado con el riesgo de desarrollar AR y LES. El alelo

menor (alelo de riesgo) del haplotipo definido por 4 SNPs estaba presente en el 27 % de
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los cromosomas de pacientes con AR, comparado con el 22 % en los controles, y en el
31% de los cromosomas de pacientes con LES comparados con el 22% en los controles.
Estos marcadores se encuentran en alto desequilibrio de ligamiento (DL), siendo el SNP
rs7574865 el de mas alto riesgo para AR y LES, sugiriendo una via compartida para estas
enfermedades. La figura 40, muestra la significancia de las asociaciones (presentada como
1 dividido por el valor de P) para 63 SNPS en la regiéon STAT1-STAT4, mostrada segun la

posicion cromosdmica. Se muestran los cinco SNPs con valores de p menor de 1x10™.

Figura 40. Region STAT1- STAT4

S5TATI STATH
108
107 rs11339341+ +rsl01RE56
106 rs7S74R65 %, 12179573
- 105 ® [SE7 52770
= 104
[~ 3 -
: ID - -
102 «* ) * + * * *
101 . : - * - —t ’4 .
109 g L I SRR * * el bt
i - T T T
191.50 191.55 191.60 191.65 191.70 191.75
SMNP Position on Chromosome 2 {Mb)

El estudio anterior fue reproducido en poblacién Coreana por Hye-Soon Lee y col (2007).
en 1.123 casos y 1008 controles apareados por etnicidad. Los 4 SNPs de riesgo fueron los
mismos que en el estudio Norteamericano, pero con un resultado de asociacion-
moderado (odds ratio 1.21-1.27). Un haplotipo comun se ha definido con este marcador
TTCG y lleva el alelo de riesgo para AR en Coreanos [34 % versus 28 %, P = 0.0027, OR =
1.33, (IC 95% 1.10-1.60)]. Esta asociacion se ha reproducido en poblaciones espafiola,

(2391 6 mismo que en poblacién japonesa, obteniendo

holandesa y una cohorte Sueca
resultados similares ?*Y" Adicionalmente se ha encontrado gue la variante que confiere

mayor riesgo a la enfermedad (rs7574865) estd mas fuertemente asociada en individuos
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con LES caracterizados por la presencia de autoanticuerpos anti-ADNdc, nefritis y una

edad de diagndstico menor de 30 afios %"

Este estudio fue desarrollado para investigar la asociacién antes relatada, del
polimorfismo rs7574865 de STAT4 con AR y LES. También se quiso reproducir la asociacién
reportada por RJ Palomino- Morales y col *** en poblacién Colombiana ( OR 1,62; IC 95%
1,22-2,16 p= 0.0005) Se pudo reproducir dicha asociacién con AR y LES en las dos
poblaciones Barranquilla y Bogotd al analizarlas individual y conjuntamente sugiriendo asi
a STAT4 como un marcador de susceptibilidad para estas enfermedades. Estos estudios
muestran que la asociacién es mas significativa en colombianos (OR= 2,01 ; IC 95% 1,40-

2,87 p=0,00011) que en norteamericanos, suecos y coreanos >

Respecto a las manifestaciones de severidad de la enfermedad el polimorfismo no se

asocié a ninguna variable seleccionada para este estudio.

Cémo podria influir STAT4 en la susceptibilidad a LES y AR? Puesto que STAT4 esta
involucrado en la regulacién de la respuesta Th1 vy Th17 Y estas poblaciones celulares tienen
un papel importante en la etiopatologia de LES y AR, este gen podria ejercer su influencia
en el LES y AR a través de una seializacién alterada en esta ruta. Adicionalmente STAT4

. . . 234).
se encuentra aumentado en el sinovio de pacientes con AR %

Debido a la funcidon de STAT4 como regulador en la respuesta de células T, lo cual lo hace

ser marcador potencial para autoinmunidad, seria interesante estudiarlo con otras

enfermedades autoinmunes.
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7 CONCLUSIONES

v' La variante alélica C1858T de PTPN22 estd fuertemente asociada con la
susceptibilidad para AR y LES en poblacién colombiana. Nuestro trabajo contribuyd
al establecimiento del gen PTPN22 como un marcador de susceptibilidad para
enfermedades autoinmunes. Esta es la asociacion mas robusta y reproducible para

ARy LES fuera de los genes HLA.

v" La asociacion de PTPN22 es independiente del estatus de anticuerpos y de las

manifestaciones de severidad de LES y AR planteadas en este trabajo.

v" Replicamos la asociacion de la variante rs7574865 de STAT4 con LES, reportada
anteriormente en varias poblaciones. También se reprodujo para AR en la

poblacién del centro del pais, y de la costa atlantica, siendo la mas significativa.

v" El alelo menor de STAT4 no estd asociado a las manifestaciones de severidad de de

AR o LES ni a la produccién de anticuerpos.

v El polimorfismo rs3087243 (CT60) del gen CTLA4 factor que regula negativamente
la coestimulacion del TCR, no esta involucrado en el riesgo de desarrollar AR o LES
en la poblacion estudiada. Con este estudio se contribuyd al entendimiento del

papel de este gen ya que es el primer estudio desarrollado en colombianos.

v' PTPN22 no es un factor de riesgo para Escleroderma en la poblacién colombiana

estudiada.
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8 PERSPECTIVAS

En los ultimos 30 aifos hemos sido testigos de grandes avances en el campo de la genética
humana. Desde el descubrimiento de los genes del CMH, en particular del sistema HLA, y
su implicacién como importantes factores de riesgo genético asociados a las EAI. Esto nos
ha llevado a un mayor conocimiento de las bases genéticas que predisponen a EAI, Sin
embargo, la gran parte de los genes que contribuyen a estas enfermedades estan aun por
descubrirse. Algunos de estos genes han sido estudiados en este trabajo y como resultado
se ha podido establecer los polimorfismos 1858C —»T del gen PTPN22 y rs7574865 de
STAT4 son marcadores de susceptibilidad para AR y LES, pero no para ES. Mientras que la
variante rs3087243 de CTLA4 no parece contribuir al riesgo genético de estas
enfermedades. En el campo de la epidemiologia genética los resultados de no asociacién
poseen un alto valor ya que ayudan a descartar posibles genes que parecen tener un
papel importante en la enfermedad. La contribucidn de este estudio fue conocer un poco
las bases genéticas de algunas EAl en poblacién colombiana. Se replicaron asociaciones y
se establecieron marcadores para AR y LES como PTPN22 y STAT4, como también se
descarto a CTLA4 como factor de riesgo para AR y LES en la poblacién estudiada, pero
seria necesario desarrollar un estudio replicativo con una mayor nimero de casos y
controles para su confirmacién y poder concluir que no es un marcador de susceptibilidad
en colombianos. Los estudios de asociacién para identificar polimorfismos genéticos
causales son mas directos que los analisis de ligamiento y son Utiles para detectar factores
de riesgo individuales que confieren solo un riesgo moderado. Sin embargo se pueden
presentar problemas como falsos positivos, falta de poder estadistico, heterogeneidad
genética y clinica, por lo tanto los estudios se deben desarrollar en cohortes amplias con
gran numero de pacientes y controles para obtener el poder estadistico necesario para
detectar asociaciones moderadas. Se deben hacer estudios de replicacién en diferentes
poblaciones para poder confirmar los resultados y determinar si el polimorfismo es

realmente un marcador de riesgo.
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Ya que las enfermedades autoinmunes son precedidas por la presencia de anticuerpos
anti-CCP en el suero, la identificacién de estos junto con el alelo de riesgo de PTPN22 seria

de gran importancia para el diagnostico temprano de la AR.

Estudios colaborativos se hacen necesarios para obtener cohortes amplias, como los que
han realizado el Consorcio Norteamericano de Artritis y otras enfermedades autoinmunes
(NARAC), el sueco EIRA y el britdnico WTCCC, que han contribuido al entendimiento de la
genética de estas enfermedades identificando polimorfismos con asociaciones robustas.
Adicionalmente se debe minimizar la heterogeneidad poblacional en los estudios para que
se puedan confirmar las asociaciones. Como se sabe que las enfermedades complejas,
como las autoinmunes son enfermedades poligénicas por lo tanto, se deben seguir
investigando otros genes que estén involucrados en los procesos bioldgicos anormales de
dichas enfermedades. El estudio de alelos poco frecuentes, seria de mucha utilidad
podrian contribuir a estas patologias ya que las variantes de riesgo estudiadas hasta ahora
parecen ser comunes en la poblaciéon. El estudio de asociacién amplio del genoma
(GWAS) también conocido como estudio de asociacion de todo el genoma (WGA), se
disefia para identificar asociaciones génicas con rasgos observables como la presencia o la
ausencia de una enfermedad. Estos estudios permiten el rastreo de 500.000 o mas SNPs.
Se han utilizados gracias al proyecto HapMap. El HapMap es un bloque de haplotipos y los
SNP especificos que identifican estos haplotipos, llamados SNP marcadores (tags). El
proyecto se formé en el aino 2002 y su objetivo fundamental fue examinar el genoma en
relacion con los fenotipos, También ha sido posible realizarlos por las nuevas técnicas de
genotipificacion a gran escala como microarrays, y se han utilizado para investigar el
estudio de enfermedades complejas. Con estas estrategias se abre un camino, para en el

futuro poder encontrar la influencia genética en la fisiopatologia de la autoinmunidad.
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