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Resumen

La mayor asociacion genética de la relacion de los anticuerpos anti péptido citrulinado,
(Anti CCP) especificos para artritis reumatoide (AR) ha sido encontrada a través de
alelos HLA DRBL1 portadores del epitopo compartido (SE HLA DRB1). El habito de fumar
ha sido el factor de riesgo ambiental involucrado con mas consistencia para esta via,
disparando la reaccion inmune a través de proteinas citrulinadas. Recientemente, se ha
sugerido la relacion de la Porphyromonas gingivalis (Pg) con AR, siendo la Unica
especie procaridtica que tiene actividad PAD, capaz de citrulinar fibrindgeno humano
y a-enolasa; no obstante su asociacion con el epitopo compartido no ha sido clara. Con
el objetivo de disminuir factores ambientales distintos de Pg, relacionados con
citrulinacion, la presente investigacion se basoé en el estudio de la posible relacion de la

Pg con AR a través de SE en individuos no fumadores.

Métodos:

Se obtuvieron resultados de anticuerpos IgG1 anti Pg, anticuerpos anti CCP, Pg desde
placa subgingival, indices reumatoldgicos y periodontales de 50 sujetos sanos y 50
sujetos AR. Se realizé el estudio genético de la misma poblacién, obteniendo resultados
de 50 sujetos con AR y 47 sanos; los alelos HLA DRB1 se analizaron segin los métodos

de clasificacion de Gregersen, Tezenas du Montcel, Mattey, Raychaudhuri y de Vries.

Resultados:

Los métodos Gregersen y de Vries fueron adecuados a la caracterizacién AR en esta
poblacién (p=0,006) En el analisis de la diferenciacion entre AR y sanos con respecto a
los anticuerpos anti Pg relacionados con SE de acuerdo a éstos métodos de
clasificacién, no se observaron diferencias entre las poblaciones. (p=0,14, p=0,49
respectivamente.) No se observo relacion entre la totalidad de anticuerpos anti CCP con
anticuerpos anti Pg, (R=0,016). Los alelos HLA DRB1 14:02, 04:04 y 10:01 fueron
caracteristicos de poblacion AR, en poblacién sana fueron prevalentes los alelos 03:01,
07:01, 13:02, 01:02 (p=0,002); el alelo 01:02 en poblaciéon sana no estuvo relacionado
dentro del genotipo con otro alelo SE+. Los alelos 04:07 y 16:02 tuvieron frecuencias
similares en ambas poblaciones. Se observo relacion de algunos alelos HLA DR con
anticuerpos anti CCP+ y anticuerpos 1gG1 anti Pg, encontrando los alelos 14:02 y 11:04

con mayor frecuencia en individuos AR anti CCP+, y los alelos 13:02, 03:01 y 01:03 en
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individuos sanos. Los alelos 15:01 y 12:01 tuvieron una tendencia de efecto protector
contra anti CCP+ frente a la presencia de anticuerpos anti Pg cuando se relacionaron
con los alelos 14:02, 04:04 y 01:02; siendo necesario comprobar éstos ultimos hallazgos
desde un estudio de casos y controles con determinantes especificos para Pg

relacionados con artritis reumatoide.

Conclusioén

Desde los actuales resultados no fue posible hallar una relacion entre el epitopo
compartido con anticuerpos IgG1 anti Porphyromonas gingivalis. Debido a que se ha
observado ubicuidad con respecto a los anticuerpos anti Pg, en poblacién con y sin
enfermedad periodontal, asi como en poblaciéon AR y sin AR, tanto en éste estudio,
como en otras investigaciones, la relacién entre epitopo compartido y Porphyromonas
gingivalis, podria ser analizada teniendo en cuenta otros determinantes biolégicos
relacionados con la bacteria, como péptidos citrulinados por Pg y/o la PPAD, siendo la
autocitrulinacion que desarrolla la enzima el posible agente incitador relacionado con

artritis reumatoide.

Palabras Clave

Porphyromonas gingivalis, Enfermedad Periodontal, Artritis Reumatoide, Epitopo

compartido

Abstract
The greatest genetic association on the relationship between the anti—cyclic

citrullinated peptide (Anti CCP) specific for arthritis rheumatoid (AR) has been found
throughout the alleles HLA DRB1 that carry the shared epitope (SE HLA DRB1).,

The smoking habit has been the most consistent factor of environmental risk for this way,
triggering the immune reaction by the citrulliinated proteins. Recently, it has been
suggested the relationship between the porphyromonas gingivalis (Pg) with AR; being
the only prokaryotic organism that poses PAD activity. However, its association with the
shared epitope has not been clear. With the objective to reduce environmental factors
that differ from the Pg connected with citrullination, this research is based in the study of

the possible relationship of the Pg with AR throughout the SE in non-smokers



Methods:

Result of antibodies IgG1 anti Pg, antibodies anti CCP, Pg from the subgingival plaque,
reumathologic and periodontal indices were obtained from 50 healthy subjects and 50
AR subjects. The genetic study of the same sample was obtained, having results of 50
subjects with AR and 47 healthy; the allelles HLA DRB1 were analysed taken into
account the classification methods of Gregersen, Tezenas du Montctel, Mattey

Raychaudhuri and de Vries.

Results:

The methods Gregersen and de Vries, were adopted to the characterization for AR in
this simple (p=0,006). In the analysis in the difference between AR and healthy with
respect to the antibodies anti pg related to SE according to these methods of
classification, there were not observers differences between the samples. It wasn't
observed any relation between all the antibodies anti CPP with the antibodies anti Pg.
(R=0,016). The aleles HLA DRB1 14:02, 04:04 y 10:01 were characteristic of the AR
population, in healthy population prevailed the alleles 03:01, 07:01, 13:02, 01:02
(p=0,002); the allele 01:02 in the healthy population was not related within the genotype
with other allele SE+. The alleles 04:07 y 16:02 had similar frequencies in both
populations. A relationship of some alleles HLA DR with anti CCP antibodies and IgG1
anti Pg antibodies was observed, finding the alleles 14:02 and 11:04 most frequently in
individuals AR anti CCP+, and the alleles 13:02, 03:01 and 01:03 in healthy individuals.
The alleles 15:01 and 12:01 had a protective-effect tendency vs anti CCP+ in the
presence of antibodies anti Pg when there were related to alleles 14:02, 04:04 and 01:02,
It was necesary to corroborate these last findings from a study of cases and controls

with specific determinants for pg related to rheumatoid arthritis.

V)



Conclusion

From the current findings it was not possible to find a relationship between the Shared
epitope with antibodies IgG1 anti Porphyromonas gingivalis. Due to the fact that ubiquity
have been observed with respect to the antibodies Anti pg, in population with and without
periodontal disease, as well as in population with AR and without AR, in this study and
other researches, the relationship between the shared epitope and Porphyromonas
gingivalis, could be analysed taking into account other biological determinants related
with the bacteria, such us citrullinated peptides by Pg and/or the la PPAD, being the
autocitrulination that develops the enzyme the possible agent inciting related to the

arthritis rheumatoid.

Keywords

Porphyromonas gingivalis, Periodontal disease, Rheumatoid Arthritis, Shared
Epitope

11



Lista de figuras

Figura 9-1. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de dominios cataliticos de
PAD de Porphyromonas gingivalis (PPAD) (residuos 86 a 363), AlIH de
Dyadobacter fermentans DSM18053 (locus Dfer_2630, residuos 60 a 352) y PAD4
humana (reSiduos 306 8 556) .....cccooeiiiiieeeeee e 47
Figura 9-2 Posibles interacciones de infeccion periodontal con Porphyromonas
gingivalis en la etiologia y patogénesis de anti CCP positivos en AR................. 50

Figura 9-3. llustracion esquemética de hipotesis etioldgica del papel de

P.gingivalis en Artritis ReUMatoide .........ueiiiiiiiiiiiccic e 51
Figura 12-1 Corte en 100 IgG1 Anti Pg en AR Y Sanos ........cccceeeeeveeeeieeeiiiceene e, 67
Figura 13-1 Equilibrio de Hardy-Wenberg ..........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 69
Figura 14-1 Alelos HLA DRB1 en Individuos con Artritis Reumatoide y Sanos .. 72
Figura 14-2 Genotipo SE para AR y sanos. Clasificacion de Gregersen............. 75
Figura 14-3. Genotipo SE para AR y sanos. Clasificacidén de Vries.................... 76

Figura 16-1Relaci6on entre anticuerpos IgG1l anti Porphyromonas gingivalis y
Anticuerpos anti péptido Citrulinado. ............uuvuuiiiiiiiiiiiiiiiii . 78
Figura 17-1 Método de clasificacion HLA DRpB1de riesgo para AR segun
Gregersen [(SE-/SE-, (SE+/SE-) o (SE+SE+)] comparado con Titulos IgG1 anti Pg

................................................................................................................................... 80
ANEXO A

Figura 1 Alelos Individuos AR Anti CCP+ [(SE+) + (SE-)] vs. individuos sanos
titulaciones IgG1 anti Pg mayores o iguales a100........ccc.coevvvviiiiiiiinieeeeeeeniiinnn. 103

Figura 2 Alelos Individuos AR Anti CCP+ [(SE+) + (SE-)] vs. individuos AR Anti
CCP- [(SE+) + (SE-)] titulaciones IgG1 anti Pg mayores o iguales a 100........... 104

Figura 4 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos y AR portadores del alelo

Figura 5 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos AR y Sanos portadores del
== o 0 5 7 OSSPSR 107
Figura 6 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos AR y Sanos portadores del
= L= o T 01 55 O SSSPPPPPSPP 108



Figura 7 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos portadores del alelo 13:02

................................................................................................................................. 109
Figura 8 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos y AR portadores del alelo
L0 0 F TP UUPPTPRUPPPINt 110
Figura 9 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos y AR portadores del alelo
I O 1 PP PP PP PP PP PUPPPPN 111
Figura 10 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos y AR portadores del alelo
L 0 TP TSP UPPPINt 112

13



Lista de Tablas

Tabla 7-1 Agrupacion de alelos HLA DRB1 de acuerdo al estado de epitopo compartido

(SE) vy al residuo aminoéacido codificado en la posicién 70(R370), segun Matteyl....... 31

Tabla 9-1. Localizacion y funcion de enzimas peptidilarginina deiminasa (PAD)

PUMBINAS .. 45
Tabla 11-1 Caracteristicas descriptivas y clinicas de la poblacion AR y Sanos.......... 64
Tabla 12-1 Titulaciones IgG1 anti Pg en Individuos sanosy con AR...........ccccvvveenn. 66
Tabla 12-2 Corte en 100 anti Pg €N AR Y SAN0S .......ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 67

Tabla 14-1. Frecuencia de alelos HLA DRB1 en Individuos Sanos y con Artritis

(R 1 U1 g F= 1 (0] [0 [T 71

Tabla 14-2 Clasificacion HLA DRB1 en AR y Sanos segun métodos de Gregersen, de
Vries, Mattey, Tezenas du Montcel y Raychaudhuri.............ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 73

Tabla 15-1 Anticuerpos anti péptido citrulinado y epitopo compartido en individuos con

ATTIES REUMATOIAC. . .. ce ettt ettt et ettt e e e e e e e e e e e e e eeans 77

Tabla 1 Genotipos relacionados al alelo 14:02 en AR y Sanos, anticuerpos anti Pg y anti

14



Lista de Simbolos y Abreviaturas

Abreviatura  Término

A Alanina
ACPA: Anticuerpos contra proteinas citrulinadas
ADN: Acido desoxirribonucleico

anti CCP: Anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado
anti Pg. Anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis

APC: Célula Presentadora de Antigeno (Abreviatura en inglés de Anfigen

Presenting cell)

AR: Artritis Reumatoide
C: Cisteina
D: Acido aspartico

DMARDS: Abreviatura del inglés (Disease Modifying Anti-arthritic Drugs)

E: Acido Glutamico

EP: Enfermedad Periodontal
F: Fenilalanina

FR: Factor Reumatoideo

G: Glicina

H: Histidina

I: Isoleucina

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

15



K: Lisina

L: Leucina
P: Prolina
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (abreviatura en inglés de major

histocompatibility complex)

NET: Trampa extracelular neutréfila (abreviatura en inglés de neutrophil
extracellular trap)

PAD: Peptidil arginina deiminasa

Pg. Porphyromonas gingivalis

Pg LPS: Lipopolisacarido de Porphyromonas gingivalis

PPAD: Peptidil arginina deiminasa de Porphyromonas gingivalis

PC: Periodontitis Crénica

Q: Glutamina

R: Arginina

S: Serina

SE: Epitopo compartido (Abreviatura del inglés shared epitope)

SNP: Polimorfismo de nucleétido simple (abreviatura en inglés de single

nucleotide polymorphism)

TCR: Receptor de la Célula T (Abreviatura del inglés T cell receptor)
TNF: Factor de Necrosis Tumoral (abreviatura del inglés fumor necrosis factor)
V: Valina

16



1. Introduccién

La AR ha sido considerada una enfermedad multifactorial, fue inicialmente
caracterizada como tal al final del siglo XIX. Desde entonces, mdultiples lineas de
investigacion han intentado elucidar los factores etiologicos involucrados en la
incidencia de la enfermedad. [1] Se afirma que el epitopo compartido HLA DRB1(SE)
es el factor de riesgo genético mas importante para Artritis Reumatoide. Los alelos del
SE HLA DRBL1 estan asociados con susceptibilidad a AR y también con severidad de la
enfermedad; recientemente han sido también asociados a la produccién de anticuerpos
contra péptidos citrulinados.. [2] Con respecto al locus HLA DRB1 y Enfermedad
Periodontal, Bonfil et al. [3] afirmaron que los subtipos 0401, 0404, 0405 y 0408 pueden
ser considerados factores de riesgo para “periodontitis rapida progresiva”, estos alelos
estan implicados también en AR. Marotte et al. en el 2006 [4] hallaron asociacién entre
SE y destruccién periodontal y en la mufieca en sujetos con AR, con un OR de 3.9 (ClI
1.53-9.96) p<0.001. Aparte de estas semejanzas genéticas, AR y EP comparten

numerosas caracteristicas inmunoldgicas y en sus procesos inflamatorios. [5]

La nocién acerca de la AR vista como un desorden poligénico autoinmune que requiere
de factores ambientales para hacerse clinicamente aparente no es nueva, de manera
histérica los agentes infecciosos han sido implicados en su desarrollo. Existen teorias
tales como la “sepsis oral”’, que soportan la nocién de las infecciones periodontales
como agentes etiolégicos verdaderos detras de muchas enfermedades crénicas. Asi
mismo, el rol de la EP y la P. gingivalis en la patogénesis de la Artritis Reumatoide han

atraido el interés de la comunidad cientifica. [1]

Se hipotetiza que la expresion dual de gingipains (proteasas especificas para lisina y
arginina ) y la PAD de la P. gingivalis actian sincronicamente en AR, con la produccion
de residuos carboxi-terminales de arginina que sirven como blanco de accién de la PAD.
[3] Adicionalmente, la P. gingivalis es la Unica bacteria conocida que expresa PAD [6]

sugiriendo que la infeccién con éste organismo podria impactar de manera exclusiva el
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inicio y progresion de la AR facilitando la presentacion autoantigénica y la expresion de
autoanticuerpos especificos de la enfermedad por la presencia de péptidos citrulinados.
[7] Wegner et al. en el 2010 [8] estudiaron la citrulinacion de fibrinogeno humano y a-
enolasa por P. gingivalis in vitro, comparada con otras bacterias orales y encontraron
que la P. gingivalis es capaz y Unica en la citrulinacion de éstas proteinas. Mdltiples
reportes han usado métodos serolégicos para correlacionar la generacion de
anticuerpos contra P. gingivalis con autoinmunidad y AR. La metodologia usada para
cuantificar los anticuerpos anti P. gingivalis ha sido heterogénea. Estudios previos
usaron anticuerpos contra la totalidad de la célula, el lipopolisacarido (LPS) bacteriano
o la proteina chaperona especifica. [1] La sensibilidad y especificidad en la medicion
de los diversos anticuerpos adicionan complejidad a la evaluacion de la respuesta
seroldgica correlacionada con la patogénesis de AR.

Sobre la Ultima década, ha incrementado de manera importante la literatura dedicada al
estudio de la asociacion entre EP, P. gingivalis, y AR. Arvikar et al. [9]demostraron una
correlacion positiva entre la respuesta de anticuerpos anti P. gingivalis y los niveles de
anticuerpos anti péptidos citrulinados en un subgrupo de pacientes con AR temprana.

En el 2010 Hitchon et. al. [10] Realizaron un estudio de casos y controles en poblacion
nativa Norteamericana con alta prevalencia de AR, la cual tenia como caracteristicas
asociadas inicio temprano de la enfermedad, altos niveles de anticuerpos anti péptido
ciclico citrulinado (ACPA) y alta prevalencia de SE. Observaron en su estudio que tanto
familiares de pacientes con AR como individuos diagnosticados con la enfermedad
tenian similar prevalencia de presencia de alelos SE (73% vs 81% respectivamente).
Observaron también que los niveles anti lipopolisacaridos (LPS) de P. gingivalis fueron
mayores en los pacientes con AR comparados tanto con familiares de pacientes con
AR como con controles sanos. Hallaron ademas una respuesta positiva anti LPS de
P.gingivalis en individuos positivos ACPA siendo éstos clasificados como AR o como
familiares de AR, indicando estos datos que hay asociacion entre la respuesta inmune
humoral a la P. gingivalis y la positividad ACPA. En este estudio, sin embargo, no se
observo asociacion entre los anticuerpos anti LPS P. gingivalis y epitopo compartido.

Mikuls et al. 2012 [7] reportaron resultados acerca de la asociacion de anticuerpos anti
P. gingivalis (membrana externa) y autoanticuerpos relacionados con AR en familiares

de afectados con la enfermedad. Observaron concentraciones anti P. gingivalis
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mayores en los sujetos que presentaron al menos un autoanticuerpo relacionado con
AR con respecto a los que no presentaron autoanticuerpos relacionados y la asociacion
fue numéricamente mayor en individuos de alto riesgo (clasificados en el estudio como
positivos ACPA o para al menos 2 FR); para cada incremento en la concentracion de
anticuerpos anti P. gingivalis los individuos de éste estudio fueron 40-70% mas cercanos
a ser seropositivos para los autoanticuerpos relacioandos con AR. EIl promedio de
sujetos positivos para epitopo compartido fue de 55%, éste no se encontré asociado
con positividad de anticuerpos relacionados con AR en modelos multivariados. La
positividad de ACPA fue relativamente infrecuente segun los hallazgos de éste estudio
(2.8%). No se reportd ninguna observacion con respecto a correlaciones entre epitopo

compartido y P. gingivalis.

Los estudios de Htchon et al. [10] y Mikuls et al. [7] generan un aporte valioso dentro
del entendimiento de la relacién de P. gingivalis y AR, a partir de factores intermedios
que reflejan su asociacion, como los anti CCP. No obstante, éstas investigaciones
incluyen factores de riesgo asociados con citrulinacién, especialmente el habito de
fumar; Kallberg et al. [11] afirman que un tercio de los casos de pacientes positivos
para ACPA se aribuyen a éste habito. Por tanto, en el estudio de la relacién de la P.
gingivalis con AR, la exclusién de otros factores de riesgo asociados a citrulinacion,
incluido el de fumar permitié observar de manera mas clara la intervencion de la bacteria

en ésta enfermedad reumatica.
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2. Formulacion del problema

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica comun
gque guia a la destruccibn de la arquitectura articular y consecuente
discapacidad. Aunque la etiologia de la Artritis Reumatoide no esta
completamente dilucidada, [12] se plantea una nueva direccion en el estudio de
su etiologia, sugiriendo que la infeccidn bacteriana puede jugar un papel
importante en la pérdida de la auto tolerancia y el desarrollo de la autoinmunidad.
Actualmente, existe evidencia de una fuerte asociaciéon entre AR y Enfermedad
Periodontal (EP), incluida en esta ultima la Periodontitis Crénica (PC). Un
numero creciente de estudios epidemioldgicos, seroldgicos y modelos animales
proveen evidencia que la Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) siendo el
mayor agente etiolégico microbiano de la Periodontitis Cronica, podria estar
involucrada en el inicio y progresion de AR. [13] [5] [14] [4] [8]

La Periodontitis Crénica tiene alta prevalencia en la poblacion mundial; en
Colombia, se reporta que un 50% de la poblacion esta afectada, siendo en
promedio el 60.7% positivos para P. gingivalis en placa subgingival,
encontrandose ésta bacteria en escasas proporciones dentro de la cavidad oral
de la poblacion sana. [15] Los estudios de anticuerpos anti P. gingivalis apoyan
la alta frecuencia de la respuesta a la bacteria en Periodontitis Cronica,
describiendo sin embargo que la magnitud de la respuesta frente al patégeno en
poblacién sana es hasta del 40%. [16] Se hace necesario determinar en qué
medida la P. gingivalis, puede llevar en individuos susceptibles (con epitopo
compartido) [4] a presentar una enfermedad tan debilitante y poco esclarecida
como la Artritis Reumatoide, produciendo un mejor entendimiento de la
patogénesis de esta enigmatica enfermedad, proveyendo asi la posibilidad de

nuevas opciones terapéuticas.
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3. Pregunta de Investigacion

¢Existe relacion entre los anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis y

portabilidad del epitopo compartido en pacientes con Artritis Reumatoide?
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4. Objetivo General

Describir la relacion entre anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis y el epitopo

compartido en pacientes con y sin AR.

4.1.  Objetivos Especificos

e Describir las caracteristicas inmunogenéticas (desde alelos HLA DRB1 clasificados
por distintos métodos) de un grupo de pacientes con Artritis Reumatoide no
fumadores, y, en un grupo de pacientes sanos no fumadores y compararlas con las

halladas en otras poblaciones.

e Describir y comparar la presencia de enfermedad periodontal en un grupo de
pacientes con Artritis Reumatoide no fumadores, y, en un grupo de individuos sanos

no fumadores.

e Determinar la presencia de anticuerpos IgG1 anti Pg en un grupo de pacientes con
Artritis Reumatoide no fumadores, y, en un grupo de individuos sanos no fumadores.

o Determinar y comparar la presencia de Pg en surco gingival con anticuerpos IgG1
anti Pg en un grupo de pacientes con Artritis Reumatoide no fumadores, y, en un
grupo de individuos sanos no fumadores.

e Determinar y comparar la frecuencia de anticuerpos anti Pg en un grupo de
pacientes con Artritis Reumatoide no fumadores que presenten el epitopo
compartido, y, en un grupo de individuos sanos no fumadores que presenten el
epitopo compartido.

e Determinar la relacién entre anticuerpos anti CCP y anticuerpos anti Pg en un grupo

de pacientes con Artritis Reumatoide no fumadores.

e Comparary analizar la frecuencia de alelos HLA DRB1 entre individuos Anti CCP+,
individuos anti CCP- e individuos sanos con titulaciones de anticuerpos IgG1 anti
Pg. (Anexo A)
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5. Justificacion

La Artritis Reumatoide y la Enfermedad Periodontal (Periodontitis Crénica) son
desoérdenes inflamatorios cronicos caracterizados por una alteracion en la regulacion de
la respuesta inflamatoria del huésped y secrecion incrementada de mediadores
proinflamatorios que resultan en destruccién de los tejidos sinoviales y periodontales
respectivamente. Ambas enfermedades comparten factores de riesgo y tienen vias
patoldgicas similares, resultando finalmente en pérdida de funcién y discapacidad. [17]
Existen actualmente numerosos estudios que demuestran la asociacion entre
Periodontitis Crénica y Artritis Reumatoide. Esta asociacion es de importancia desde
una perspectiva de salud publica y para la practica clinica, pues existen varios procesos
a través de los cuales la Periodontitis Crénica podria ser parte de una via causal en la

patogénesis de la Artritis Reumatoide. [18]

Uno de los mecanismos que relaciona ambas enfermedades es la presencia de
Porphyromonas gingivalis, patégeno frecuentemente visto en Periodontitis Crdnica [15].
La P. gingivalis se caracteriza por expresar la PAD, una enzima relacionada con el
proceso de citrulinacion, es decir, la conversion enzimatica de peptidilarginina en
peptidilcitrulina. [8] La produccién de péptidos citrulinados ha sido asociada a la
generacién de una respuesta inmune en presencia de moléculas HLA DR Beta 1 que
presentan el epitopo compartido, debido a su mayor afinidad hacia éstos péptidos, los
cuales son presentados a los linfocitos T con su eventual activacion y la produccion de
una respuesta autoinmune con anticuerpos anticitrulina claramente relacionados con la

predisposicién de un individuo a desarrollar Artritis Reumatoide. [4]

Estudios actuales demuestran que los anticuerpos anti P. gingivalis son altamente
prevalentes en Periodontitis Crénica (77%) existiendo sin embargo un porcentaje en
poblacién sana que no debe ser desconocido (40%). [16] El analisis de la relacion de
la presencia de anticuerpos anti P. gingivalis y epitopo compartido podria dilucidar
mecanismos entre la correlacién de ambas entidades teniendo en cuenta que han sido
asociadas con la presencia de péptidos citrulinados y de anticuerpos anticitrulina. [8]

El hallazgo de una relacion mas fuerte y especifica entre Porphyromonas gingivalis y

Artritis Reumatoide ayudaria a comprender mas su interaccion patogénica resultando
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en nuevas oportunidades de intervencion que podrian modificar el curso de la AR, un

desorden inflamatorio crénico, prevalente y debilitante.

A partir de esta investigacion es posible generar un mejor entendimiento acerca de la
Porphyromonas gingivalis como un posible factor etiolégico de la Artritis Reumatoide,
ademés generard la posibilidad de planear estrategias de tratamiento que inhiban
consecuencias no deseadas desencadenadas de la AR, principalmente, los
mecanismos de destruccion tisular.
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6. Impacto

Al establecer la relacion de la presencia de P. gingivalis con la portabilidad de epitopo
compartido se detecta un factor de riesgo importante permitiendo intervenir hacia una
reduccion o retardo en la manifestacion de Artritis Reumatoide por esta via.

Este estudio es pionero en investigacion de asociaciones genéticas de Enfermedad
Periodontal con enfermedades sistémicas en Colombia. Actualmente, ademas de la
Artritis Reumatoide, se reconocen multiples factores sistémicos relacionados con
enfermedades periodontales incluidos nacimiento prematuro y bajo peso al nacer,
afecciones respiratorias, dificultad para lograr control metabdlico de la diabetes,
problemas cardiovasculares, [19] siendo entonces la Enfermedad Periodontal, un factor
importante a tener en cuenta en los procesos salud-enfermedad de las poblaciones. La
proyeccion futura se encamina entonces, hacia instaurar una linea de investigacion que
continle el estudio genético de tales interacciones ampliamente evidenciadas en

estudios clinicos.
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Marco Tedrico

7. Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria cronica que puede afectar
cualquier articulacion diartrodial aunque tiene predileccion por las mufiecas y pequefas
articulaciones de la mano. La historia natural tipica de la artritis reumatoide cursa con
dafo articular progresivo que conduce a deformidades de las articulaciones y
discapacidad. [12]

Una apreciacién importante dentro de la patogenia de la artritis reumatoide es la
autoinmunidad a las proteinas citrulinadas. Los anticuerpos de las proteinas
citrulinadas estan presentes en el 70% de pacientes con la enfermedad. Clinicamente,
estos anticuerpos conocidos como anticuerpos CCP son detectados por ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas) usando péptidos ciclicos citrulinados sintéticos.
Los pacientes con Artritis Reumatoide positivos para Anti-CCP parecen tener un perfil

de riesgo genético diferente con respecto a los anti CCP negativos. [12]

La prevalencia de Artritis Reumatoide ha sido estimada en la poblacion general en un
rango de 0.24 al 1%, ésta incrementa del 2 al 4 % entre hermanos de probandos con
Artritis Reumatoide. Mac Gregor y col. Estimaron la heredabilidad de la Artritis
Reumatoide siendo aproximadamente un 60%. [12] El restante 40% se presenta a partir

de factores ambientales, tales como el habito de fumar. [20]

Multiples loci contribuyen al riesgo genético de la Artritis Reumatoide. El locus HLA es
el mas importante de ellos y cuenta para un 30 al 50% de toda la susceptibilidad
genética a la artritis reumatoide. Dentro del locus HLA, la mayor asociacion se presenta
con algunos alelos del gen HLA-DRB1, el cual codifica para la cadena R de la molécula
clase Il HLA-DR, pero evidencia reciente indica que otros genes HLA también

contribuyen al riesgo genético. Fuera del locus HLA, la mas fuerte asociacion
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identificada esta dada con el polimorfismo en el gen de la proteina no receptora tirosin
fosfatasa 22 (PTPN22), la cual codifica la proteina tirosin fosfatasa Lyp. [12]

7.1.  Artritis Reumatoide y HLA

El locus HLA-DRB1 es el mas significativo de los factores de riesgo genéticos. Estudios
pioneros sobre la asociacion de HLA con artritis reumatoide fueron llevados a cabo en
1970 por Peter Stastany y Robert Winchester (citados por Almeida D. et al. 2011) [20]
quienes independientemente concluyeron que HLA-DR4 es significativamente mas
comun entre pacientes con artritis reumatoide. Se ha encontrado que otros serotipos
HLA-DR por ejemplo HLA-DR1 en el mediterrdneo o HLA-DR14 en Nativos Americanos,
estan también asociados con la enfermedad. Con el advenimiento de técnicas de
secuenciacién de ADN se ha observado que no hay una secuencia especifica HLA-DR
en AR; sin embargo se encontré que la mayoria de pacientes con esta enfermedad
comparten una corta secuencia motivo codificada para muchos alelos HLA-DRB1. Esta

revelacion ha promovido la hip6tesis de epitopo compartido. [20]

7.1.1 Epitopo compartido en Artritis Reumatoide

El concepto de epitopo compartido empezd a desarrollarse desde 1987, cuando
Gregersen et al. [21]postularon la “hipétesis del epitopo compartido”, la cual se basa en
la relacién directa de las moléculas HLA clase Il con la etiologia y patogénesis de la
enfermedad autoinmune. La hipétesis afirma que la iniciacién de una respuesta inmune
requiere de la activacion de la célula T y tal activacion depende tanto de la presencia de
un antigeno, como de moléculas clase Il presentadoras de antigenos, siendo las
diferencias estructurales entre las moléculas clase Il las que influyen en tales
interacciones. [21]

El epitopo compartido (SE) ha sido cominmente denominado como una secuencia
conservada de aminoacidos en la tercera region hipervariable (HV3) de la molécula
HLA-DRB1 [21] [22]. Los alelos que codifican para el SE estdn asociados con
susceptibilidad a AR y también con severidad de la enfermedad; recientemente han sido
también asociados a la produccion de anticuerpos contra péptidos citrulinados. Aunque
hay acuerdo en general acerca de la predisposicion de los alelos del SE para AR, no

todos confieren el mismo riesgo, ademas se encuentran discrepancias relacionadas con
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los alelos precisos que confieren esta susceptibilidad [23]A partir de la evidencia se ha
considerado que asi como la glutamina o la arginina en la posicién 70 es critica para el

riesgo de Artritis Reumatoidea, el acido aspartico en esta posicion confiere proteccion.

[2].

El mecanismo subyacente al epitopo compartido no es del todo claro. Con base en el
papel de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il en la
presentacion de antigenos, los paradigmas prevalentes postulan que estan
involucrados los mecanismos de presentacion de péptidos artritogénicos, el mimetismo

molecular, o la seleccion de repertorio de células T. [20]

Muchas modificaciones han sido propuestas con respecto a epitopo compartido, y se
han reportado diferentes clasificaciones en distintas poblaciones que ubican los
aminodcidos relacionados con el epitopo compartido en posiciones diversas dentro de
la cadena HLA DRB.

= Clasificacion Gregersen
Es la clasificacion clasica de epitopo compartido (SE) y ha sido caracterizada como
una secuencia conservada de aminoacidos en la posicién 70-74 de la tercera regiéon
hipervariable (HV3) de la molécula HLA-DRB1 [21] [22].
La secuencia motivo clasica del epitopo compartido consiste de tres variantes de
aminoécidos homologos:
1. QKRAA, siendo el mas comudn entre caucasicos, codificado por el alelo HLA-
DRB1*0401
2. QRRAA es el segundo motivo mas comun codificado por varios alelos, entre
ellos HLA-DRB1*0404, HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*0102 y HLA-DRB1*0405,
HLA-DRB1*1402
3. RRRAA es el tercer motivo codificado por el alelo HLA-DRB1*1001 es el menos
comun.
Los alelos del epitopo compartido codificados por HLA-DRB1 han sido asociados con
mayor severidad en la enfermedad y exhiben un efecto alelo-dosis. Los pacientes con

2 alelos de epitopo compartido tienden a experimentar enfermedad mas severa con
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respecto a los que tienen un solo alelo, quienes a su vez tienen Artritis Reumatoide mas

severa que los pacientes negativos para epitopo compartido. [20]

= (Clasificacion Tezenas du Montcel

Reconsiderando la hipétesis de epitopo compartido, Tezenas du Montcel et al. [24]
sugirieron que el riesgo representado por la presencia de la secuencia RAA en las
posiciones 72 a 74 es modulado por los aminoacidos en las posiciones 70y 71 de la
cadena HLA DRpB1. El estudio fue realizado en pacientes franceses con Artritis
Reumatoide, y los alelos fueron divididos en dos grupos, de acuerdo a la presencia o
ausencia de la secuencia RAA en las posiciones 72-74, representados como alelos S o

X respectivamente.

Los alelos S fueron subsecuentemente divididos de acuerdo al aminoacido en la
posicién 71. S1 para ARAA y ERAA, S2 para KRAA, S3 para RRAA. Los alelos S3
fueron adicionalmente subdivididos de acuerdo al aminoacido en la posicion 70, siendo
S3D correspondiente a la secuencia DRRAA y S3P para las secuencias QRRAA o
RRRAA. Comparaciones entre alelos mostraron que el riesgo asociado con S1, S3Dy
X no difirié significativamente, y que estos alelos confirieron bajo riesgo; por lo cual
fueron agrupados como un solo alelo denominado L. Se establecié la siguiente
jerarquia de riesgo: significativamente mayor para S2 con respecto a S3P (p< 0.002), el
cual a su vez fue mayor que el conferido a L. El genotipo de mayor riesgo fue el S2/S3P;
este riesgo fue 6.6 veces mayor con respecto al genotipo L/L, seguido por S2/S2,
S3P/S3P, S2/Ly S3P/L. [24]

Este sistema de clasificacion ha sido validado en franceses, en poblaciones de

caucasicos, asiaticos, amerindios y afro-americanos. [23]

Gietavy et al. [23] demostraron que los alelos pertenecientes al epitopo compartido
segun la clasificacién Tezenas du Montcel predisponen a la produccién de anticuerpos
anti-CCP cuando se analizan las diversas combinaciones de genotipos positivos para
todos los grupos de alelos, incluidos genotipos por ejemplo de pacientes S1/X y S1/S1
comparados con el genotipo X/X como referencia. Se demostro la siguiente jerarquia
de asociacion: S2/S3P>S1/S3D>X/X. El factor reumatoideo se correlacion6 solamente
con alelos S2. [23]
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= (Clasificacion De Vries

Estudio en poblacion caucasica, califica de incompleta la version estricta sobre la
hipétesis del epitopo compartido, y la replantea de la siguiente manera: “El riesgo para
artritis reumatoide asociado al HLA es codificado por sustituciones de aminoacidos en
las posiciones 67-74 de la molécula HLA DRB1, y se considera que el epitopo
compartido estd presente en las posiciones de aminoacidos 67, 70, 71, 73y 74 y
corresponde a las secuencias LQKAA (0401 o 0409), LQRAA (0101, 0102, 0404, 0405,
0408, 1402) o LRRAA (1001)”. [25] Los resultados del estudio sugirieron que los alelos
asociados con proteccion codificaron isoleucina en la posicion 70 y/o &cido aspértico en
la posicion 70. Alelos tanto protectores como de susceptibilidad muestran efectos de
homocigocidad. [25]

» Clasificacion Mattey

Estudio realizado en poblacion de Reino Unido y del Noroccidente de Espafa.
Investigaron si existia alguna variacién en la fuerza de la asociacion de los alelos
negativos para epitopo compartido con Artritis Reumatoide dependiente del residuo
aminodacido en la posicién B70, asi como la asociacién de Artritis Reumatoide con
diferentes combinaciones genotipicas de alelos definidas por el aminoacido en esta

misma posicion.

Los alelos HLA DRB1 fueron entonces estratificados en 5 grupos dependiendo del
aminodacido en la posicién 70 y si formaban parte o no de la secuencia clasica del

epitopo compartido, de la siguiente manera: [22]
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Tabla 7-1 Agrupacion de alelos HLA DRB1 de acuerdo al estado de epitopo compartido (SE) y

al residuo aminoacido codificado en la posiciéon 70(370), segin Matteyl

DESIGNACION POR
SECUENCIA DE
RESIDUO EN LA POSICION
AMINOACIDOS EN LAS ALELOS HLA DRB1
B70Y ESTADO DE EPITOPO
POSICIONES 70-74
COMPARTIDO
QRRAA
*0101,%0102,*0404,*0405,
*0408,*1402
Q70SE+
QKRAA *0401, *0409
QARAA *1501
Q70SE-
QRRAE *0403, *0406, *0407
QKRGR *03011, *0302
R70SE+ RRRAA *1001
R70SE- RRRAE *1401, *0901
DERAA *0103, *0402, *1102, 1103,
*1301, *1302
DRRAA 11011,  *1201,  *1305,
D70SE-
*1601
DRRAL *0801

Solo se muestran los alelos HLA DRB1 que fueron identificados en poblaciones del Reino Unido

o Espafia. En algunos genotipos con ciertas combinaciones alélicas no fue posible proveer una
asignacion clara (ej. DRB1*1401 or 1407 or 1410, DRB1*1501 or 1503 or 1504). Sin embargo,

esto no generd diferencias en la designacion del aminoacido 370. [22]
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El portar dos alelos SE+ (Q70SE+/Q70SE+) se asocié con el mayor riesgo para Artritis
Reumatoide tanto en poblacién espafiola como de Reino Unido. Los individuos con
genotipo SE+/SE- fueron divididos en individuos SE+ con alelos SE- codificando residuo
Q en 70 (Q70SE+/Q70SE-) e individuos SE+ con el alelo SE- codificando el residuo D
en 70. (Q70SE+/D70SE-). Esta estratificacion revel6 un riesgo incrementado de
desarrollar AR en Q70SE+/Q70SE- tanto en poblacién Reino Unido como de Espafia
(OR 1.96 p=0.012 y OR 3.17 p=0.004 respectivamente). Los individuos SE+ portadores
de un segundo alelo SE- codificando D en 70 no tuvieron un riesgo incrementado para
AR (OR 0.93 P=0.75 y OR 1.30 P=0.69).

En la totalidad de la muestra el portar dos alelos D en 70 estuvo asociado con el menor
riesgo para AR (OR 0.23, P <0.0001 en UKy OR 0.34 p< 0.0001 en Espafa). El mayor
riesgo de desarrollar AR en individuos SE-/SE- se encontr6 en aquellos sin alelos D en

70 (aunque la asociacion fue aun negativa).

Distintivamente, entre las poblaciones, encontrd que el nimero de pacientes con Artritis
Reumatoide quienes portaron un alelo SE fue significativamente mayor en pacientes
espafioles comparado con controles (OR 1.95 P=0.004), pero no alcanzé significacion
estadistica en poblacion de Reino Unido (OR=1.39 P=0.08).

Existi6 una fuerte asociacion negativa entre el genotipo SE-/SE- y Artritis Reumatoide
tanto en la poblacién del Reino Unido (OR 0.19 P<0.0001) como en la espafiola (OR
0.30 P<0.0001).

En ambas poblaciones, el portar el alelo D70SE- protegio contra el efecto de un alelo
Q70SE+(DR4), siendo un efecto protector mayor que la posesion de un alelo Q70SE-.
= Clasificacion Raychaudhuri

En el 2012, Raychaudhuri et al. [26] obtuvieron SNPs de datos de genotipos para 19,992
casos AR anti CCP positivos y controles europeos desde seis grupos de datos de
genoma completo independientes. Usaron un panel de referencia de 2,767 individuos
europeos, para imputar genotipos de alelos clasicos para HLA A, HLA B, HLA C, DPA
1, DP B1, DQ Al, DQ B1y DR B1, sus secuencias de aminoacidos correspondientes y
SNPs dentro del MHC. En total probaron 99 alelos clasicos de 2 digitos, 164 alelos
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clasicos de 4 digitos, 372 posiciones de aminoacidos polimorficas y 3117 SNPs para
asociacion.

El alelo mas significativo fue el nucleo6tido A en rs17878703, en el segundo nucledtido
del coddén 11 DRB1 (OR=3,7). Este alelo codifica para Val 11 o Leu 11 en DRB1, siendo
el residuo S 11 altamente protectora contra la enfermedad (OR=0,38). El aminoacido
en la posicién 13 fue de manera similiar, estadisticamente significativo. Encontraron
igualmente que la posicion 71, positivamente cargada K71 y R71 conferia ORs
aumentados para la enferemdad (OR=2,0 y 0,97 respectivamente) con respecto a A 71
(OR=0,59), Q71 confiri6 el menor OR para la enfermedad (OR=0,32). Condicionando
las posiciones 11y 71 se revel6 una asociacion adicional en la posicion 74.

Los aminoacidos en posiciones 11, 71y 74 en DR 1 definieron 16 haplotipos. [26] Las
posiciones 11y 13 estan localizadas sobre el piso de la hoja beta, orientadas dentro de
la acanaladura hacia la union al péptido. Fue dificil asignar causalidad de una posicién
excluyendo la otra. Las posiciones 71y 74 estan separadas por una sola vuelta a lo

largo de la hélice a, y estan especialmente cercanos a las posiciones 11y 13.

Se ha estimado que cerca del 20% de pacientes con Artritis Reumatoide son negativos
para epitopo compartido. La posibilidad de antigenos maternos HLA no heredados
podria explicar el desarrollo de Artritis Reumatoide en estos individuos y ha sido
examinada previamente pero no hay resultados concluyentes. En el 2009, dos estudios
proveyeron nueva evidencia que podria soportar el papel de los antigenos HLA no
heredados. Examinando una cohorte extensa de familias a partir del Consorcio de
Artritis Reumatoide de América del Norte, Guthrie et al.(citado por Holoshitz et al. 2010)
[2] encontraron una asociacion significativa entre el riesgo de Artritis Reumatoide y
mujeres con antigenos HLA maternos no heredados codificados por HLA DR4 en
mujeres menores de 45 afios pero no en mujeres mayores o en hombres.
Adicionalmente, un grupo europeo ha demostrado que pacientes femeninas con Artritis
Reumatoide tienen una mayor frecuencia y mayores niveles de microquimerismo
DRB1*04 con respecto a mujeres sanas. La prevalencia de genes no heredados en

grandes poblaciones de pacientes y su mecanismo patogénico es desconocida. [2]
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Se afirma que el epitopo compartido es el factor de riesgo genético mas importante para
Artritis Reumatoide. Aunque los mecanismos bésicos de la asociacion de Artritis
Reumatoide y el epitopo compartido no estan del todo claros, se ha progresado a través
del mapeo de muchos de los factores genéticos y ambientales, los cuales cooperan con
el epitopo compartido o lo antagonizan. [2] Se han planteado modelos que reconocen
al epitopo compartido como ligando de transduccion de sefial activador de Oxido Nitrico,
generando produccién de especies reactivas de oxigeno en otras células. Observaron
como la sefalizacion del epitopo compartido es transducida por Calreticulina en la
superficie celular, un receptor conocido de la inmunidad innata previamente implicado
en la regulacion inmune, autoinmunidad y angiogénesis. Existen entonces multiples
mecanismos moleculares y celulares que podrian ejercer influencias patoldgicas
secundarias a la activacion de nuevas vias. Un ejemplo es la regulacién inmune
aberrante a partir del epitopo compartido que involucra la inhibicién de la enzima

tolerogénica IDO y el aumento de la expansién de Th 17. [2]

7.1.2 Citrulinacién y anticuerpos anti péptido citrulinado

Durante los ultimos diez afios, ha sido de gran atencién el proceso de citrulinacion, en la
patologia de AR. La citrulinacion es la modificacién post-translacional de peptidilarginina
en peptidilcitrulina. Cada molécula convertida (arginina en citrulina) incrementa la masa a
0,984 Da y lleva la pérdida de una carga positiva. Este Gltimo cambio, determina un efecto
sustancial sobre la acidez del lado de la cadena del aminoécido, cambiando su punto
isoeléctico de 11,41 en la arginina a 5,91 en la citrulina. Adicionalmente, puede influir en la
capacidad para formar puentes de hidrogeno y en la interaccién con otros residuos de
aminoacidos de la misma u otras proteinas. Las modificaciones de las proteinas, pueden
generar nuevos epitopos que causan la formacion de nuevos autoantigenos, diferentes a
los que se han aprendido a tolerar. Es reconocido que pequefias modificaciones pueden
aumentar la inmunogenicidad de las proteinas, debido a un despliegue aumentado de la
proteina y subsecuente procesamiento y exposicion de epitopos inmunogénicos, con una
captacion aumentada del antigeno modificado desde las células presentadoras de
antigenos (APC) y una presentacion mejorada a través de mayor reconocimiento desde
las APC. [27]
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Para enfermedades humanas, el incremento en la citrulinacion fue primero demostrado en
lineas celulares de las articulaciones de pacientes con AR, hacia muchas proteinas
sinoviales como fibrindgeno, vimentina, colageno tipo Il y enolasa. [28] M&s recientemente,
van Beers et al. (mencionado por Valesini et al. 2015) [27] inventaron el término
“citrulinoma” refiriéndose a la totalidad de proteinas citrulinadas, 53 en total, identificadas
en suero y en fluido sinovial de pacientes con AR. Subsecuentemente, las proteinas
citrulinadas fueron detectadas por inmunohistoquimica en varios tejidos inflamados; [28] se
ha observado citrulinacibn en muestras de biopsias de pacientes con polimiositis, en
biopsias coldnicas de pacientes con enfermedad intestinal y en amigdalas de pacientes con
amigdalitis cronica. Se han detectado autoantigenos citrulinados ademas en pacientes con
esclerosis multiple y diabetes tipo 1. Asi mismo los antigenos citrulinados pueden ser
producidos en los pulmones por el habito de fumar [29] o en las encias durante la infeccién
con P. gingivalis. [30] Procesos de citrulinacion también tienen lugar en mecanismos de
muerte celular como apoptosis (cuando se conduce a la modificacion de peptidilarginina en
peptidilcitrulina desde un flujo ilimitado extracelular de iones Ca 2+y consecuente activacion
de enzimas PAD), autofagia (por pérdida de auto tolerancia a moléculas intracelulares y
presentacion APC de los péptidos citrulinados pero no de péptidos no modificados) y NETs
(siendo el mecanismo de citrulinacion indispensable para descondensacion de la cromatina,
la liberacion de las histonas y la extrusion del material intracelular). [27] Todos los
anteriores mecanismos permiten demostrar que un incremento en la citrulinaciéon es un

proceso principalmente dependiente de inflamacién. [27]

La citrulinacién y la respuesta inmune a las proteinas citrulinadas ha sido fundamental para
el reconocimiento temprano de AR por pruebas serolégicas y el mejor entendimiento de su
patofisiologia. [29] La ocurrencia de anti CCP esta estrechamente relacionada con la
presencia de alelos HLA Il que predisponen a AR, mas especificamente alelos HLA DRB1
vistos en el subgrupo positivo para los anticuerpos. [28] Notablemente, los estudios
epidemioldgicos y genéticos de AR relacionados con la inmunidad anticitrulina han
redefinido los fenotipos AR, demostrando mayores diferencias en factores de riesgo
genéticos y ambientales y asi probablemente en la patogénesis molecular también, entre
pacientes AR con y sin la presencia de anticuerpos a proteinas citrulinadas. [28]

Segun Walther J van Venrooij et al. en el 2010 [29] Varios factores relacionan los

anticuerpos anti CCP con el impacto diagnostico en AR:
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Desde el 2010, los anticuerpos anti proteinas citrulinadas han sido incluidos en los nuevos
criterios de clasificacion para AR segun Colegio Americano de Reumatologia/Liga Europea
contra el Reumatismo.

Pruebas positivas anti CCP predicen el desarrollo de AR, frecuentemente afios antes de la
confirmacion clinica de la enfermedad

AR con anti CCP positivos es caracterizada por un curso mas severo y su tratamiento
temprano parece ser efectivo.

Los pacientes anti CCP negativos (cerca del 25% del total de la poblacion AR) generalmente
muestran un curso de la enfermedad mas suave; aproximadamente el 35% de ellos
producen anticuerpos anti proteinas carbamiladas. De manera interesante el producto
guimico de la carbamilacion (que es lisina convertida en homocitrulina) es estructuralmente
muy similar a la citrulina.

El habito de fumar es el factor de riesgo ambiental mejor conocido para la produccién de
anticuerpos anti CCP en individuos AR; existiendo evidencia que dispara la inmunidad anti

citrulina principalmente frente a ciertos genes HLA.

= Epitopo compartido y Anticuerpos anti péptido citrulinado

Los alelos HLA DRB1 que codifican el epitopo compartido confieren el mayor riesgo
genético para AR, especialmente en el desarrollo de respuesta inmune asociada al
desarrollo de anti CCP, [28] debido a la alta afinidad en la interaccion entre los péptidos
citrulinados y las moléculas epitopo compartido HLA-DR positivas. [2] Los residuos de
aminoacidos en la bolsa P4 donde se encuentra el epitopo compartido, tienen un papel
importante; ya que estan situados cerca del centro de la cadena DR donde la hélice alfa
protruye en el plano de la acanaladura de unién al péptido en la posicién donde ellos
contactaran directa o indirectamente al TCR, teniendo entonces un papel critico en la
determinaciéon del reconocimiento del complejo péptido-DR. [31]Van der Woude D. et al.
[32] revelaron que la contribucién de alelos HLA DR SE al total de la varianza genética en
AR es del 11%; contribuyendo a su vez estos alelos en un 18% para la heredabilidad de
enfermedad anti CCP positiva; Lundstrom et al. (citado por Holoshitz J. et al. 2010) [2]
identificaron moduladores genéticos putativos de anticuerpos anti péptido citrulinado

positivos en AR, confirmando que el HLA es la regién génica mas importante para anti CCP
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en esta enfermedad, adicionalmente observaron una relacion inversa de SNPs con los
titulos de anticuerpos bajo un desequilibrio de ligamiento moderado con alelos DRB1*03,
los cuales fueron previamente asociados con bajos titulos de anti CCP. [2] Otras variantes
génicas PTPN22 y TRAF1/C5 han sido también asociadas al grupo anti CCP+. [32] Se
encuentran anti CCP también en individuos negativos para epitopo compartido, aunque de

manera menos frecuente. [2]

8. Enfermedad Periodontal

La periodontitis es una enfermedad crénica infecciosa que afecta a los tejidos de soporte
de los dientes. Debido a la infeccién bacteriana los tejidos periodontales se inflaman y
destruyen por accion del proceso inflamatorio. Si la enfermedad no es tratada los dientes
pierden el ligamento que los soporta, el hueso alveolar sufre resorcion y los dientes
empiezan a adquirir movilidad, proceso que puede terminar finalmente en pérdidas
dentales. [33]

Un gran numero de articulos cientificos han sido publicados acerca del papel de los genes
y sus variantes (polimorfismos) en la respuesta del huésped en la periodontitis. Los
polimorfismos genéticos pueden bien causar un cambio en las proteinas que codifican
resultando en alteraciones en la inmunidad innata y adaptativa y pueden ser asi
deterministicos en el resultado de la enfermedad, o ser factores de proteccién contra la

misma. [33]

El entendimiento de la interaccién entre el huésped y las bacterias orales es esencial para
la comprensién de la patogénesis de la enfermedad periodontal; no obstante, aunque las
bacterias son esenciales para la iniciacion de la periodontitis, la cantidad de placa
bacteriana y las especies bacterianas no necesariamente se correlacionan con la severidad
de la enfermedad; la concepcién acerca de restar importancia a diferencias interindividuales
en la susceptibilidad a la enfermedad periodontal ha ido cambiando con el advenimiento
de diversos estudios que sitian en un nivel central la susceptibilidad del huésped como

modificador de los resultados clinicos del desafio bacteriano. [33]

La periodontitis es considerada una enfermedad compleja. Caracteristicas comunes a las

enfermedades complejas son su naturaleza progresiva y crénica, ademas de estar
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asociadas con multiples genes cada uno de los cuales tiene una contribucion para el riesgo
relativo del proceso de la enfermedad. [2] De la misma manera, la enfermedad periodontal
esta descrita dentro de las enfermedades para las cuales algunos individuos tienen alto
riesgo; los factores del huésped juegan un papel importante en dicha susceptibilidad. [34]

8.1 Enfermedad Periodontal y HLA

El reconocimiento de péptidos antigénicos y su presentacion a las células T es crucial para
una respuesta inmune especifica contra los patdogenos periodontales. Esta respuesta
subyace un control genético. Debido a que la presentacion del antigeno y de ese modo la
activacion de las células T se restringe por el complejo mayor de histocompatibilidad,
polimorfismos en sus moléculas pueden afectar directamente la capacidad de unién de
péptidos antigénicos y asi la respuesta antigeno-especifica de las células T. De esta
manera, estos polimorfismos podrian proveer factores de resistencia o susceptibilidad
importantes para periodontitis. [34] Desde la década de los setenta muchos grupos de
investigacion han reportado asociaciones de los antigenos HLA | y Il con enfermedades
periodontales. Sin embargo no se han obtenido resultados consistentes debido a que los

estudios varian en;:

e Términos de antigenos HLA investigados
e Criterios de seleccién de los casos y controles
e Origen étnico

e NUmero de muestra reducido

En la mayoria de los articulos sobre asociaciones HLA con periodontitis crénica o agresiva
se reclutaron caucéasicos. La heterogeneidad de estos estudios dificulta interpretar sus
resultados y estudios longitudinales para observar la asociacion de HLA no han sido

realizados todavia. [35]

No obstante, Bonfil J. et al. 1999 [3] encontraron asociaciones entre HLA DR4 y algunas
formas de enfermedad periodontal, especificamente en Periodontitis Agresivas con los
subtipos 0401, 0404, 0405 y 0408 los cuales también han sido implicados en Atrtritis

Reumatoide. [3]
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9. Relaciones entre Enfermedad Periodontal y Artritis Reumatoide

Ha sido demostrado un desarrollo paralelo o co-morbilidad de des6rdenes autoinmunes
e inflamatorios; existiendo vias inmunopatogénicas similares. Entre las vias comunes
responsables para una respuesta inmune inapropiada o excesiva se encuentran
factores genéticos, procesos de regulacion de la inmunidad innata y adaptativa, ademas
de factores ambientales como las infecciones. [36] Se ha planteado una asociacién de
co-morbilidad entre Periodontitis Crénica y enfermedades reuméticas, en particular la
Artritis Reumatoide. [36]

Modelos conceptuales unen ambas enfermedades en vias causales y no causales. Las
hipotesis no causales consideran que factores ambientales y del huésped incrementan
la susceptibilidad tanto a Enfermedad Periodontal como a Artritis Reumatoide, mientras
las hipotesis causales consideran que AR y EP pueden interferir activa y mutuamente
en su patogénesis. [36]

9.1Teoria no Causal

La teoria no causal es soportada por estudios que muestran que los factores implicados
en EP han sido también implicados como factores de susceptibilidad para AR. [36] En
la Artritis Reumatoide, como en la Enfermedad Periodontal existe un acimulo de células
inflamatorias (Linfocitos T y B, neutréfilos y monocitos) edema tisular, proliferacion
celular endotelial y degradacién de matriz. [14] Segun Graves et al. 2008 (citado por
Trombone et al., 2010) [36], citoquinas pro-inflamatorias (TNF a , IL-1 ), Th1 (IFN3)
y Th 17 (lII-17 A) son ampliamente expresadas en ambas enfermedades, en el tejido
sinovial y periodontal. Estas citoquinas presentan una funcién catabdlica mediada por
la produccién de metaloproteinasas de matriz (MMPs) y el factor osteoclastogénico
RANKL. [36] Considerando factores genéticos comunes, Bonfil et al. [3] afirmaron con
respecto al locus HLA DR, que los subtipos 0401, 0404, 0405 y 0408 pueden ser
considerados como factores de riesgo para “periodontitis rapida progresiva”, siendo
estos alelos igualmente implicados en AR. [3] Adicionalmente, en 1987 [3] se demostro
exitosamente la conexién entre HLA-DR4 y periodontitis agresiva por caracterizacion
especifica del gen. En este estudio se observd una frecuencia del 80% de DR4 en

pacientes con periodontitis agresiva y de un 38% en el grupo control. Otros estudios

39



[37] han confirmado estos resultados en pacientes con periodontitis agresiva con una
frecuencia significativamente mayor (42%) de los subtipos DRB1 *0401, *0404, *0405
0 *0408, mientras el grupo control mostré una frecuencia de tan solo un 7% de estos
subtipos. Estos alelos DRB1 son parte de los genotipos de epitopo compartido. [37]

9.2 Teoria Causal

La teoria causal es apoyada por el hallazgo de mecanismos por los cuales existiera
influencia de AR en EP y viceversa. [36] Se han evaluado los posibles efectos
terapéuticos del tratamiento periodontal sobre los sintomas y marcadores clinicos de
AR. Ribeiro J. et al. (citado por Farquharson et al. 2012) [38] encontraron mejoria
significativa en los pacientes con AR en la rata de sedimentacion de eritrocitos y los
puntajes de valoracion de salud desde cuestionarios cuando éstos recibieron terapia
periodontal. Al-Katma M. et al. (citado por Farquharson et al. 2012) [38] reportaron
mejoramiento en los puntajes de actividad de la enfermedad (DAS 28) y la reduccién
del factor de necrosis tumoral o frente al tratamiento periodontal. [38] Asi mismo, Pers
J. et al (citado por Farquharson et al. 2012). [38] observaron que el tratamiento para
AR tiene efectos en la EP; la terapia anti-TNF a muestra reduccién en la destruccion
Osea alrededor de los dientes. [38] Se requieren mas estudios para confirmar estos

hallazgos.

9.2.1 Vias por las cuales la Enfermedad Periodontal puede influir sobre Artritis

Reumatoide

Farquharson et al. 2012 [38] describieron las posibles vias mutuamente no excluyentes

por los cuales la EP podria influir sobre AR:

Generacion bacteriana de autoantigenos: La Porphyromonas gingivalis es capaz de

citrulinar tanto sus propias proteinas como las del huésped. Mediante un proceso

enzimatico previo, los gingipains de la P. gingivalis crean un sustrato por clivaje de residuos

de arginina, posibilitando la citrulinacion por parte de la PPAD (Peptidil arginina de la P.

gingivalis). [38] Las proteinas citrulinadas, en individuos susceptibles pueden disparar una

pérdida de la tolerancia, resultando en la expresion de anti CCP y el desarrollo de AR.
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Inflamacién local generando autoantigenos: Las trampas extracelulares neutrofilas
(NETs) son redes fibrosas extracelulares que unen bacterias Gram positivas, Gram
negativas y hongos. [38]El proceso de generacion de NET, conocido como NETosis, es un
tipo especifico de muerte celular que difiere de la necrosis y la apoptosis. Las NETs son
producidas por la influencia de muchos estimulos inflamatorios, tales como el contacto con
bacterias, lipopolisacaridos, hongos o0 plaguetas activadas. Estudios de
inmunofluorescencia demostraron que la NETosis consiste en la extrusion de material
intracelular compuesto de ADN e histonas, proteinas granulares y proteinas
citoplasmaéticas. [27] La formacion de estas redes requiere inicialmente citrulinacion de
histonas para la descondensacion de la cromatina. La citrulinacién necesaria para formar
NETs depende de la actividad de PAD4, derivada de neutrdéfilos. Vitkov et al. 2009(citado
por Farquharson et al. 2012). [38] afirmaron que éstas redes han sido observadas en EP
tanto en estudios animales como en modelos in vitro, sugiriendo su importancia en el
atrapamiento de las bacterias; los tejidos periodontales infectados con bacterias son
infiltrados con neutrofilos activos, exponiéndose a mayores concentraciones de PAD 4
expresados por neutréfilos. Esta exposicion cronica puede llevar al incremento de la
citrulinacion de péptidos del huésped y al rompimiento de la tolerancia inmunolégica en
individuos susceptibles a AR. [38] Como tal, adicionalmente a la citrulinacion relacionada
con bacterias, la inflamacién en la cavidad oral resultante de periodontitis es una causa
potencial de la modificacion post-translacional de proteinas y la generacién de

autoantigenos. [38]

Injuria bacteriana directa: La P. gingivalis, o sus componentes pueden translocar de la
cavidad oral a sitios distantes durante las bacteremias que ocurren durante la alimentacién
y la limpieza dental. [38] Martinez-Martinez et al. 2009(citado por Farquharson et al. 2012).
[38] detectaron ADN de la P. gingivalis en el fluido sinovial del 80% de pacientes con AR,
encontrandolo ausente en individuos sanos. Porphyromonas gingivalis viable no ha sido
detectada en el sinovio. No es claro si una articulacion inflamada pre-existente resulta en
el secuestro de bacterias hacia el sinovio o si los productos de las bacterias inician la
inflamacion en la articulacion con la subsecuente patogénesis de AR. El sinovio inflamado
actla como una trampa no especifica para fragmentos bacterianos, los cuales a su vez
provocan una respuesta inflamatoria perpetuando asi la lesion ya existente.
Adicionalmente, el lipopolisacarido de la P. gingivalis es atipico y activa respuestas inmunes
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innatas a través de TLR2 y TLR4, asi el secuestro de P. gingivalis en el sinovio inflamado
podria adicionalmente exacerbar la inflamacién. El rol de la enolasa y otras proteinas
citrulinadas de la P. gingivalis como inductores de la direccion TLR y la produccion de TNF
o es un aspecto importante de investigar. [38]

Efectos inflamatorios sistémicos de la EP: La Enfermedad Periodontal podria influenciar
la autoinmunidad creando un medio inflamatorio conducente a la progresion de la
enfermedad autoinmune en individuos susceptibles. [38] Dado el éxito de las terapias con
blancos en células T, B y citoquinas en AR, se sugiere que la inflamacién periodontal podria
exacerbar la AR alimentando estas vias inflamatorias. Dividir esta disregulacion
inflamatoria es complicado por la etiologia multifactorial y los factores de riesgo comunes
tanto para EP como para AR. [38]

Artritis  Reumatoide y Enfermedad Periodontal se han relacionado ademas
epidemiol6gicamente, desde reportes donde pacientes con AR activa de larga duracién
tienen una incidencia incrementada significativa de EP comparada con sujetos sanos, asi
como los pacientes con Enfermedad Periodontal tienen una mayor prevalencia de AR con

respecto a los pacientes sin EP. [37]

9.2.2. Porphyromonas gingivalis

Las altas proporciones de bacterias patogénicas de la flora oral son capaces de mantener
una bacteremia crénica la cual puede afectar diferentes 6rganos (articulaciones y
endocardio). Dentro de ellas la Porphyromonas gingivalis, ha sido descrita como una
bacteria anaerobia facultativa, gram-negativa, ho-movil y asacarolitica con capacidad de
dafar la integridad del epitelio, invadir las células endoteliales humanas e influenciar tanto

la transcripcion como la sintesis de proteinas. [37]

La distribucién de los microrganismos en la placa dental subgingival, entre ellos P. gingivalis
varia de un pais a otro dependiendo del area geografica, raza dieta, nivel de desarrollo y
condiciones de vida. En el estudio de Mayorga-Fayad et al. [15] realizado en Bogota,
Colombia, la P. gingivalis se reportd6 con alta prevalencia (60.7%) en pacientes con
Periodontitis Crénica. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en Norte América,

Japon, Brasil, México y Argentina. [15] La presencia de P. gingivalis es baja en la cavidad
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oral de poblacion colombiana periodontalmente sana, hallazgo igualmente reportado por
Loesche et al. (Citado por Mayorga-Fayad | et al. 2007) [15] quien afirma que P. gingivalis
esta presente en escasa proporcion en sujetos sanos; no obstante el estudio de los
anticuerpos generados a partir de la bacteria demuestra proporciones de hasta el 40% en
poblacion sin afecciones periodontales. [15] [16]

Dentro de los factores de virulencia de la P. gingivalis se encuentran las gingipains y la PAD
(peptidil arginina deiminasa). [39] La P. gingivalis es la Unica bacteria conocida que expresa
PAD. Esta enzima inactiva la hemaglutinina, supliendo a la P. gingivalis de nutrientes del
sistema vascular, ayuda a la defensa bacteriana contra los neutréfilos y puede neutralizar

los ambientes acidos a través de la produccion de amonio. [38]

En el contexto de AR, las gingipains cisteina endopeptidasas especificas para arginina
(gingipain R) y especificas para lisina (gingipain K) juegan un papel clave en la invasion e
infeccibn bacterianas, y de manera importante estan implicadas en el proceso de
citrulinacion, al generar péptidos con residuos arginina o lisina carboxi-terminales, [39]
siendo la PAD de la P. gingivalis responsable de la conversion post-translacional de

arginina en citrulina. [6]

La capacidad de la P. gingivalis de expresar PAD sugiere que la infeccion con éste
microorganismo podria impactar el inicio y progresién de la AR facilitando la presentacion
autoantigénica y la expresion de autoanticuerpos especificos de la enfermedad por la

presencia de péptidos citrulinados. [40]

Examenes de pacientes con AR muestran un ndmero incrementado de anticuerpos
especificos y de ADN de estas bacterias en la sangre y en el liquido sinovial.
Recientemente, se ha mostrado que la Porphyromonas gingivalis es capaz de invadir
condrocitos humanos primarios que fueron aislados desde articulaciones de rodillas
induciendo efectos celulares. Como consecuencia de esta invasion la P. gingivalis retrasa

la progresion del ciclo celular e incrementa la apoptosis celular en estos condrocitos. [37]
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= Porphyromonas gingivalis y citrulinacion

La citrulinacion es la conversién enzimatica de peptidilarginina en peptidilcitrulina, una
modificacion postranslacional catalizada por la familia de las peptidilarginina deiminasas
dependientes de calcio (PAD), [6] asi, la citrulinacion ocurre en condiciones que llevan
movilizacién de calcio libre intracelular, tales como la unién a receptor de quemogquinas, la
muerte celular y la diferenciacion. [41] La citrulinacion no es un evento especifico de la
membrana sinovial, sino que se puede ver en diversos tejidos asociada a inflamacion, como
en musculos de pacientes con polimiositis, tejido colénico en pacientes con enfermedades

inflamatorias intestinales y amigdalas en pacientes con tonsilitis cronica. [6]

Existen diferentes enzimas PAD en los humanos (PAD1 a 4 y PADG6) codificadas por cinco
genes agrupados en el cromosoma 1p35-36. Aparte de la PAD 4 que puede translocarse
hacia el nucleo, las enzimas PAD se encuentran comiunmente en el citoplasma de varios
tipos celulares y muestran distribuciones caracteristicas en los tejidos. Se encuentran
secuencias homdlogas de aminoacidos para algunas de estas PADs en otras especies
eucaridticas como en el ratén, pollo, rana y peces vertebrados. Entre las especies
procariéticas la actividad de la PAD ha sido descrita exclusivamente en Porphyromonas
gingivalis. [6] Wegner et al. [8] demostraron que la PAD de P. gingivalis de manera
sorprendente citrulina también fibrinbgeno humano y a-enolasa. [8] Esta es una

caracteristica Unica de ésta bacteria. [17]
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Tabla 9-1. Localizacién y funcion de enzimas peptidilarginina deiminasa (PAD)

humanas?

Enzimas

PAD

Localizacién

Funcion

PAD 1

Epidermis, foliculos pilosos,
musculos erectores del
pelo, glandulas

sudoriparas.

Citrulinacién de filagrina y queratina, facilitando la protedlisis y
contribuyendo a la cornificacion de la piel. Mantiene la hidratacion del

estrato corneo y la funcién de la epidermis como barrera.

Diferenciacién de los foliculos pilosos.

PAD 2

Astrocitos del cerebro,
glandulas sudoriparas,
musculos erectores del
pelo, musculo esquelético,
bazo, macréfagos,
monocitos, epidermis,
tejido sinovial, fluido

sinovial.

Citrulinacion de proteinas basicas de la mielina en el cerebroy en la
médula espinal, promoviendo el aislamiento eléctrico de las vainas de
mielina. Citrulinacién de la vimentina en monocitos apoptéticos y

macroéfagos.

PAD 3

Capas superiores de la
epidermis y foliculos

pilosos.

Citrulinacion de tricohialina, contribuyendo al crecimiento direccional del

pelo.

PAD 4

Células hematopoyéticas y
sinovio reumatoideo

inflamado.

Citrulinacién de coactivador transcripcional p300 e histonas H2A, H3A y
H4, regulando la expresién génica por el remodelamiento de la cromatina.
Citrulinacién de fibrina, contribuyendo a la inflamacién crénica en AR.
Citrulinacién de proteinas dependiente de P53 posterior a dafio en el ADN,
translocacién de nucloefosmin chaperona de histona, e inhibiciéon de

crecimiento de células de tumores medida por p53.

PAD 6

Tejido ovarico y testicular.
Leucocitos de sangre

periférica.

Los aminoacidos que se conocen son conservados en actividad enzimatica
PAD no son conservados en PAD6. La funcion y actividad enzimatica

permanece sin claridad.

Tomado de Mangat et al. [6]
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El papel de P. gingivalis en citrulinacién ha sido documentado, dependiendo en primera
instancia de la actividad de las gingipains, potentes proteasas que clivan proteinas/péptidos
después de sus residuos de arginina o lisina, resultando en péptidos con residuos arginina
o lisina carboxi-terminales. [8] Adicionalmente, la P. gingivalis expresando actividad PAD
(PPAD) ejerce su accion deiminando el grupo guanidino de los residuos de arginina carboxi-
terminales sobre una variedad de péptidos, conduciendo a la generacién de residuos de
amonio y citrulina, [16] por lo cual ha sido involucrada en la etiologia de AR. [8] La
preferencia reportada de la PAD de la P. gingivalis por residuos de arginina carboxi-
terminales in vitro podria ser mediada a través de la actividad de sus gingipains de arginina,
teniendo consecuencias importantes para el tipo de péptidos citrulinados que puedan ser
generados por la bacteria. [8] No obstante, McGraw et al en 1999 (citado por Mangat et al.
2010) [6] y Mangat et al 2010. [6] afirman que pese a la preferencia de PPAD hacia los
residuos de arginina carboxi-terminales, la PPAD es capaz de deiminar tanto arginina libre
como peptidilarginina (a diferencia de las enzimas PAD de los mamiferos), la PPAD ademas
no excluye la citrulinaciéon interna. Adicionalmente, la deiminacién por la PAD humana es
dependiente de calcio en contraste con la PPAD la cual no parece requerir cofactores
especificos. [6] Adicionalmente, se ha demostrado la capacidad de la Porphyromonas
gingivalis para citrulinar sus propias proteinas endégenas. [8] [30] Quirke et al. [30]
demostraron la expresion de PPAD en la membrana bacteriana externa de la P. gingivalis,
permitiendo que esté rapidamente disponible para la citrulinacion de las proteinas del
huésped, pero ademéas estando facilmente expuesta al sistema inmune, indicando que
puede ser un antigeno relevante en la patogénesis de la AR. [30] El rol patofisiologico de la

PPAD autocitrulinada abre un area nueva para investigaciones futuras en AR.

Estructuray homologias de PPAD (peptidilarginina deiminasa de P. gingivalis)

A pesar de la bioguimica similar entre la PAD de P. gingivalis (PPAD) y las PADs humanas,
la PPAD genéticamente no esta relacionada con las PADs humanas méas all4 de ser
miembros de la superfamilia guanidino. Los miembros de esta familia comparten una
cisteina en el sitio de union de la enzima (en la posicién 351 en PPAD). [30] A través de
PSI-BLAST (programa informético de alineamiento de secuencias) la biusqueda conecta
PPAD a la familia AIH (deiminasas de agmatina -amina producto de descarboxilacion de la
arginina-). Esta similitud con conservacion de residuos cataliticos clave y de union a

guanidino indica que el dominio catalitico comparte el pliegue comun de la hélice o/ de la

46



superfamilia GME (enzimas modificadoras del grupo guanidino), la cual incluye a las PADs
humanas, ADI microbianas, aminotransferasas, dimetilarginina dimetil-aminohidrolasas y
AlH. [6](Ver figura 9-1)

Figura 9-1. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de dominios cataliticos de PAD de
Porphyromonas gingivalis (PPAD) (residuos 86 a 363), AIH de Dyadobacter fermentans DSM18053 (locus

Dfer_2630, residuos 60 a 352) y PAD4 humana (residuos 306 a 556)

=
PPAD NDKVITIVASESQENTVITQYTQSGVNLSNCDFIIAKTDSYWTRDYTGWE 135
AIH GEKVGVIANDEALKOQF IIGELDKTGVDLNKIEFIVKPTNDAWCRDHGPSF 109
PAD4 QEVYACSIFENEDFLKSVITLAMKAKCKLTICPEEENMDDOWMODEMEIG 355
PPAD AMYDTN-KVGLVDF IYNRP == = == e e PRPNDDE 159
AIH VVNPKTGEKMIVDWGHNAWG = = = = = v o oo o o o o o o o o e e e GKYPPYDDDNR 140
PAD4 YIQAPHKTLPVVFDSPRNRGLKEFPIKRVMGPDFGYVTRGPQTGGISGLD 405
PPAD FPKYEAQYLGIEMFGMKLKQOTGGNYMTDGYGSAVQSHIAYT~~~ENSSLS 206
AIH TPRAVAEYLNLPVVNPGIIMEGGSVEFNGAGTILTSESCLLNLNRNPHLK 190
PAD4 SFGNLEVSPPV-—====—————————— TVRGKEYPLGRILFGDSCYPSND 439
* &
PPAD QAQVNOKMKDYLGITHHDVVOD~-~PNGEY INHVDCWGKYL~-APNKILIRK 253
AIH QAQIEQHLFDYYGVEQILWVEGGIEGDDTDGHIDDTTRFVNEDTVVACVE 240
PAD4 SROMHOALQODFLSAQQVQOAPVKLYSDWLSVGHVDEF LSFVPAPDRKGFRL 489
PPAD VPDNHPQHOALEDMAAYFAAQTCAWGCTKYEVYRALATN = v = v v o o o o o o e 291
AIH SNPADDNYKMLOTNLGMLKNMRLVSGKQLNI IELPMP KA = = = = = v v e e o e 279
PAD4 LLASPRSCYKLFQEQONEGHGEALLFEGIKKKKQOKIKNILSNKTLREHN 539
*
PPAD EQPYTNS 298
AIH | —ecccccccccccccccccecccececcceee e e——- VVIDGFRTPGSYANF 294
PAD4 SFVERCIDWNRELLKRELGLAESDIIDIPQLFKLKEFSKAEAFFPNMVNM 589
PPAD LILNNRVFVPVNGPASVDNDALNVYKTAMPGYEIIGVKGASG~~~-TPWLG 345
AIH LICNAGVIVPVEN-NPHDQVAIDILEKAFPGRKIIPLLAT ~==== EIIWG 338
PAD4 LVLGKHLGIPKPFGPVINGRCCLEEKVCSLLEPLGLQCTFINDFFTYHIR 639
*
PPAD TDALHCRTHEVADKGYLY~(C-terminal extension)-TMKILK 556
AIH QGSFHCLSQQEPLV 352
PAD4 HGEVHCGTNVRRKPF SFKWWNMVP 663

Los residuos idénticos en PPAD y AlIH y/o PAD4 estan resaltados. Los residuos catalitico (*) y union a
guanidino (#) que estan conservados en todas las familias de la superfamilia de enzimas modificadoras del
grupo guanidino son indicados. La secuencia amino-terminal de cada enzima es Unica. En PAD4, la
porcion amino-terminal es plegada en dos dominios consecutivos similares a inmunoglobulina $ sandwich
precediendo el dominio catalitico que alberga los pliegues de la hélice a/B. Una extension larga de 200

residuos carboxi-terminales de PPAD predice adoptar una estructura similar a inmunoglobulina $ sandwich.

[6]
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La estructura tridimensional de la PPAD predice un dominio catalitico a/f hélice amino-
terminal, seguido por un dominio similar a inmunoglobulina  sandwich. En comparacion,
la estructura publicada de la PAD4 humana esta compuesta de dos dominios amino-
terminales similares a i)nmunoglobulina 8 sandwich, seguidos por un dominio catalitico a/

hélice amino-terminal. [6]

Con respecto al epitopo inmunodominante de la a-enolasa humana (péptido-1-citrulinado-
enolasa o CEP-1), de Smit et al. en el 2011 [17], refieren que en Artritis Reumatoide éste
epitopo (aminoacidos 5-21) muestra 82% de similitud en la secuencia con CEP-1 de P.
gingivalis. Los aminoacidos 13-21 son 100% idénticos. Anticuerpos purificados para
afinidad a CEP-1 humano tienen reaccién cruzada con CEP-1 de P. gingivalis. [17]

= Porphyromonas gingivalis y Artritis Reumatoide

Mangat et al. En el 2010 [6] hipotetizaron que la peptidilarginina deiminasa de la P. gingivalis
(PPAD) podia ser relevante en la iniciacién de autoinmunidad en sitios distantes de la
articulaciéon, tales como el periodonto; siendo PAD2 y PAD4 importantes generando
autoantigenos que perpetlan la autoinmunidad en AR una vez se rompia la tolerancia. [6]
De Smit et al. en el 2011 [17] afirmaron que el sistema inmune en pacientes con infeccion
periodontal con P. gingivalis esta expuesto a antigenos citrulinados que pueden hacerse
inmundgenos sistémicos directamente o via mimetismo molecular y por reactividad
cruzada. La infeccion periodontal con P. gingivalis podria contribuir a la carga antigénica
total de proteinas citrulinadas generadas por las PADs del huésped durante la respuesta
inflamatoria. [17] Hipétesis alternativas como las expuestas por Quirke et al. [30] sugieren
gue la PPAD en la infeccion periodontal, citrulina proteinas del huésped y bacterianas. En
éste estudio se comprueba ademas que la PPAD por si misma, puede ser citrulinada
(autocitrulinada), y romper la tolerancia a los autoantigenos citrulinados, dando origen a un

patron especifico de autoinmunidad visto en AR. [30]

En un huésped genéticamente susceptible, en el contexto SE (epitopo compartido) HLA-
DRB1, las anteriores situaciones podrian resultar en una respuesta inmune patolégica con

la formacion de ACPA (Anticuerpos contra proteinas citrulinadas). El grupo de aminoacidos
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que conforman el epitopo compartido forman un bolsillo, P4, en el cual el encaje de la
citrulina seria especifico y mantenido por la neutralidad de la molécula, en comparacion con
la carga positiva de la arginina. [42] Algunos reportes como el de van der Helom-van et al.
(2006) (Citado por Gyetvai et al. 2010) [23] sugieren que la presencia de los alelos del
epitopo compartido HLA-DRB1 se han asociado con un fenotipo particular de AR
denominado “Enfermedad positiva para anticuerpos anti-CCP”. [23] Estos anticuerpos
serian producidos localmente por células plasmaticas contra proteinas citrulinadas de la
sinovial inflamada y se encuentran tanto en liquido sinovial como en la sangre; con valores

correlacionados en ambos fluidos. [42](Figuras 9-2y 9-3)

La hipétesis es que la periodontitis y la AR estan relacionadas a traves de factores de riesgo
genéticos y ambientales comunes particularmente la presencia de P. gingivalis. [17] Segun
los criterios Bradford Hill, la plausibilidad biologica esta en parte explicada por el hecho de
que la periodontitis causa una respuesta inflamatoria sistémica. La asociacion de P.
gingivalis con AR relacionada con la respuesta de anticuerpos contra proteinas citrulinadas
podria ser una segunda explicacion a esta asociacién. La similitud de secuencias y la
reactividad cruzada con epitopos inmunodominantes de proteinas citrulinadas y sus
variantes bacterianas podria indicar el rol de P. gingivalis en autoinmunidad en pacientes
con AR. [17]
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Figura 9-2 Posibles interacciones de infeccion periodontal con Porphyromonas

gingivalis en la etiologia y patogénesis de anti CCP positivos en AR.
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AR e infeccion periodontal comparten caracteristicas genéticas y factores de riesgo ambientales como el
habito de fumar. La infeccion con P. gingivalis puede causar bacteremia y generar una respuesta
inflamatoria sistémica, contribuyendo la carga inflamatoria total. Adicionalmente, P. gingivalis es capaz de
citrulinar proteinas. Dado el hecho que la citrulinacién es un proceso asociado con inflamacion, la P.
gingivalis contribuye de dos maneras a la carga antigénica total de proteinas citrulinadas. Un huésped
susceptible genera anticuerpos contra proteinas citrulinadas (ACPA), situacién especifica para AR. La
formaciéon de complejos inmunes sostiene la inflamacién sinovial, representativo para parametros de
laboratorio y sintomas clinicos de AR. [17]
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Figura 9-3. llustracidon esquematica de hipétesis etiolégica del papel de P.gingivalis

en Artritis Reumatoide
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a. Infeccion de P. gingivalis guia a la citrulinacion en la encia de proteinas humanas y
bacterianas (por PPAD, PAD humana o ambas). En la presencia de senales de dano,
como LPS y ADN las células T patogénicas son activadas por APCs (antigeno citrulinado
en el contexto HLA-DRB1 SE). La activacién mediada por células T de células B
patogénicas resulta en la produccién de anticuerpos especificos para proteinas
citrulinadas. b. Un segundo evento inflamatorio ocurre en la articulacién, guiando a la
citrulinaciéon de proteinas de la articulacion y a la formacion de complejos inmunes (a
través de la extension del epitopo, reactividad cruzada con proteinas citrulinadas de las
articulaciones, o ambas). La perpetuacion resultante del proceso inflamtorio

eventualmente causa AR crénica. [39]
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10. Metodologia

10.1 Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo observacional descriptivo. Serie de casos.

10.2 Poblacién

Poblacion blanco: Hombres y mujeres colombianos (as) entre 18 y 65 afos

Poblacion de estudio: Hombres y mujeres colombianos (as) entre 18 y 65 afios
sanos(as) y con diagnostico de Artritis Reumatoide segun criterios clasificatorios
del Colegio Americano de Reumatologia de 1987 [43] o de 2010 [44] con tratamiento
convencional que asistieron a la consulta regular en el Hospital Militar y hacen parte
del Estudio “Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos

clinicos y microbiolégicos de la enfermedad periodontal” [45].

Sujetos de estudio (Criterios de Inclusion): El disefio planteado se definié en dos
grupos de sujetos: Hombres y mujeres colombianos (as) entre 18 y 65 afios de
edad con diagnéstico de Artritis Reumatoide segun criterios clasificatorios del
Colegio Americano de Reumatologia de 1987 [43] o de 2010 [44] a quienes ademas
se les realizé diagnéstico periodontal segun los criterios de la clasificacion CDC-
AAP (Centro de Control y Prevencion de Enfermedades en asocio con la Academia
Americana de Periodoncia) [46], se les determind la presencia de titulos de
anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis y la presencia de epitopo compartido por
los métodos de clasificacion de Gregersen, [21] De Vries, [25] Mattey, [22]
Raychaudhuri [26] y Tezenas du Montcel. [24] Los sujetos de éste estudio acudieron
a consulta en el Hospital Militar, Bogota durante el periodo de Mayo del 2012 a Mayo
del 2014.

Pese a ser un estudio de serie de casos, para tener condiciones homogéneas en
los grupos se realiz6 pareamiento por edad y en principio se tuvo el propdsito de

realizar pareamiento por sexo; sin embargo, debido a que no fue posible obtener
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una mujer sana en el mismo grupo de edad de su referente AR, se incluyé un
individuo de sexo masculino. El grupo de pacientes sanos se definié de la siguiente
manera: Hombres y mujeres colombianos (as) sanos (as) pareados por edad con
el grupo AR, quienes no cumplieran con los criterios de diagnéstico de Artritis
Reumatoide segun criterios clasificatorios del Colegio Americano de Reumatologia
de 1987 [43] o de 2010 [44] previamente identificado, a quienes se les realizd
diagnéstico periodontal segun los criterios de la clasificacion CDC-AAP (Centro de
Control y Prevencién de Enfermedades en asocio con la Academia Americana de
Periodoncia) [46], se les determind la presencia de titulos de anticuerpos anti
Porphyromonas gingivalis y les fue realizada la clasificacion alélica para la presencia
de epitopo compartido por los métodos de clasificacion de Gregersen, [21] De Vries,
[25] Mattey, [22] Raychaudhuri [26] y Tezenas du Montcel. [24] Los sujetos de éste
estudio acudieron a consulta en el Hospital Militar, Bogota durante el periodo de
Mayo del 2012 a Mayo del 2014. Fueron admitidos como individuos sanos, aquellos
individuos no AR que tuviesen comorbilidades como hipertensién arterial, rinitis

alérgica, osteoporosis.

10.3 Criterios de Exclusién

Diabetes

Céncer

Otras enfermedades autoinmunes
Tratamiento de Ortodoncia

Menos de 6 dientes presentes en boca
Proceso infeccioso en curso

Habito de Fumar actual y/o en el pasado
Antibioticos durante tres meses anteriores

Tratamiento periodontal durante seis meses anteriores
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10.4 Muestra y muestreo

Se tomo la muestra por conveniencia de acuerdo a la disponibilidad de pacientes que

cumplieron con los criterios de seleccién y quienes ademas aceptaron su participacion

mediante la firma de un consentimiento informado. Los pacientes se seleccionaron

segun la base de datos que se obtuvo desde Mayo del 2012 hasta Mayo del 2014 en el

Macro Proyecto “Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos

clinicos y microbioldgicos de la Enfermedad Periodontal” [45]. Se conté 50 individuos

con Artritis Reumatoide y 50 individuos sanos pareados por edad.

10.5 Obtencién de lainformacion

10.5.1 Fase 1

Permiso en las instituciones

En primera instancia se procedié a solicitar autorizacion al departamento o comité
responsable en las instituciones (subdirector cientifico o comité de ética) donde se
seleccionaran los pacientes, dandoles a conocer mediante un comunicado la
metodologia del trabajo e indicandoles que éste no represento riesgo alguno contra
los pacientes y que la informacién obtenida se mantendra bajo confidencialidad con

la respectiva autorizacién y/o consentimiento informado.

Calibracion intra e interexaminadores para la obtencion de los datos clinicos

periodontales

Se realizé segun los criterios de Polson [47] quien sugiere utilizar datos a partir de
cinco sujetos para evaluar la variabilidad intra-examinador, y datos a partir de 3-5
sujetos para confiabilidad entre examinadores, tomando al azar cualquiera de los
cuadrantes, de los pacientes repitiendo la sesion de calibracion a la semana para
margen (distancia union cemento esmalte-margen gingival), profundidad de sondaje
(distancia fondo del surco-margen gingival), y nivel de insercion. Los demas indices
deben ser tomados el mismo dia. La profundidad al sondaje y el margen deben ser

medidos sobre seis superficies en cada diente (DV, V, MV, DL, L, MV) de todos los
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dientes del sextante seleccionado, excepto el tercer molar y dientes restaurados con
implantes. Se emple6 una sonda U. Carolina del Norte.
Se estableci6 el siguiente orden para tomar los indices: margen, profundidad de

Bolsa, Nivel de insercion, sangrado, supuracion, furcas, movilidad.

10.5.2 Fase 2

Este proyecto hace parte del Macro Proyecto “Marcadores de actividad de la
Enfermedad Reumatica y aspectos clinicos y microbiologicos de la Enfermedad
Periodontal” [45] y desde el cual provinieron los datos para las siguientes variables:

= Edady sexo

Fueron incluidos hombres y mujeres colombianos (as) entre 18 y 65 afios

= Diagnéstico de Artritis Reumatoide

Los médicos reumatélogos del Hospital Militar fueron quienes confirmaron y definieron
el diagndstico clinico, identificando los casos segun los criterios establecidos por el
Colegio Americano de Reumatologia [43] [44] y la ausencia de las variables definidas

dentro de los criterios de exclusion.

=  Firmade consentimiento informado:

Se les explicd a los pacientes el propésito del trabajo y a quienes asintieron su

participacion se les solicit6 la firma del consentimiento informado.

= Toma de muestra de sangre periférica:

Se procedi6 a la toma de 3 muestras de 5 ml cada una a partir de vena cubital.

= Cuantificacién de anticuerpos anti péptido citrulinado:

Se utiliz6 el kit QUANTA Lite CCP3.1 IgG/IgA ELISA, siendo un analisis
inmunoenzimatico por adsorcién semicuantitativo para la deteccién de anticuerpos 1gG
e IgA anti CCP3 (péptido citrulinado ciclico 3). EIl antigeno usado en QUANTA Lite™
CCP 3.1 1gG/IgA ELISA es un péptido sintético ciclico con citrulina de gran sensibilidad
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y especificidad para la deteccion de anticuerpos en pacientes con AR. Este antigeno
esta unido a la superficie de una placa con micropocillos. Los controles prediluidos y los
sueros diluidos del paciente se afiadieron a cavidades separadas, lo que permite que
cualquier anticuerpo IgG anti-CCP presente se una al antigeno inmovilizado. El resto de
componentes no unidos se eliminé mediante lavado y se afiadié conjugado anti 1gG
humana a cada pocillo. Un segundo paso de incubacién permite que el conjugado se
una a los anticuerpos presentes. Tras un lavado que elimina el conjugado sobrante, se
afiadié un sustrato cromogénico y tras incubacion la actividad enzimatica presente en
el pocillo es proporcional a la intensidad de color desarrollado. El resultado final se

obtuvo en Unidades ELISA/mL, considerandose valor negativo <20 Ul.

= Registro de Indices Periodontales:

La profundidad al sondaje y el margen se midieron sobre seis superficies en cada diente
(DV, V, MV, DL, L, MV) de todos los dientes excepto dientes restaurados con implantes.
Se emple6 una sonda U. Carolina del Norte. Se establecié el siguiente orden para tomar
los indices: margen, profundidad de Bolsa, Nivel de insercién, sangrado, supuracion,
furcas, movilidad. El diagnostico periodontal se determiné de acuerdo a la clasificacion
CDC-AAP (Centro de Control y Prevencién de Enfermedades en asocio con la
Academia Americana de Periodoncia). [46]

= Detecciéon de Pg desde surco gingival:

La deteccion de las bacterias periodontopaticas se realizé utilizando PCR convencional
a partir de muestras de placa subgingival. Para P. gingivalis se tuvieron en cuenta las
recomendaciones de Park y col en 2011 [48]; se emplearon como controles positivos
cepas de referencia de Pg ATCC 33277 y Pg W83.

= Inmuno-Ensayo indirecto en fase solida (ELISA) para la determinacion de

anticuerpos IgG1 contra Porphyromonas gingivalis:

El siguiente protocolo fue tomado de Takeuchiy col en el 2006 [49]modificado, ajustado
dentro del proyecto de Colciencias "Factores de riesgo para periodontitis cronicas en
Colombia y su impacto sobre marcadores inflamatorios y perfil lipidico" [50]. Para la
valoracion de los niveles de inmunoglobulinas IgG1 contra periodontopatégenos, en el
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Instituto-Unidad de Investigacion Béasica Oral (UIBO) de la Universidad El Bosque
(Gualtero D y Bernau S.).

El titulo de anticuerpos se realiz6 mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) de tipo indirecta. Se cubrieron placas de 96 pozos (Immulux TM HB.
DYNEX. Germany. Cat. No. 1010) con 50ul de extracto de Sonicado de Pg ATCC 33277
y W83 homogenizado incubado 16 horas a 4°C, seguido de 2 horas a 37°C sin lavado
previo. Ademds se sensibilizaron pozos con PBS (Ref.1011, Inmunoconcepts, EEUU.)
con el fin de emplearlos como pozo guia para definir titulo final.

Posteriormente las placas de ELISA previamente sensibilizadas son bloqueadas con el fin
de eliminar sitios inespecificos usando una dilucién 1:1 de solucion estabilizadora, (SC01-
2000 Stabilcoat SurModics) y solucion PBS 1X - Leche descremada 1% con Avidina (Ref.
SP-2001 Vector Laboratories, INC) 150 pL/pozo se incuba a temperatura ambiente durante
2 horas; en seguida, se aspira la solucién y se agrega 150 uL/pozo de solucién PBS 1X con
Biotina (Ref. SP-2001 Vector Laboratories, INC) se incuba a temperatura ambiente durante
2 horas; luego se aspira la solucion y se deja secar la placa durante 2 horas a temperatura

ambiente.

Los sueros de los pacientes son diluidos en serie a partir de 1/100 hasta 1/400 en solucién
PBS 1X Tween 20 al 1% con BSA 1% agregando 100 pL/pozo, tanto en el pozo
sensibilizado con el sonicado de P. gingivalis, como en el de PBS, se incuba durante 1 hora
a 37°C, luego se adiciona anticuerpo secundario biotinilado anti-lgG1l (Ref. A10650
Invitrogen, EEUU) y/o anti-lgG2 (Ref. B3398 Sigma-Aldrich, EEUU) en una dilucién 1/4000
en solucion de PBS 1X Tween 20 1% y BSA 1%, 100 uL/pozo, se incuba durante 1 hora a
37°C.

Posteriormente se adiciona 100uL/pozo de Estreptavidina Peroxidasa (Ref. SNN1004,
Invitrogen EEUU), en una dilucion de 1/1500 100 pL/pozo, y se incuba durante 1 hora a
temperatura ambiente luego se prepara una solucién del sustrato empleado para revelar la
reaccion O-Fenilendiamina (OPD) (Ref.34005 Pierce Laboratories), en buffer peroxido 1X
(Ref. 34062 Thermo scientific, EEUU). Finalmente, la absorbancia se detecta después de
parar la reaccion utilizando 2 M de H2SO4 (Ref. 6057 Baker-analized). La lectura se realiza
a una longitud de onda de 492 nm con una longitud de onda de referencia de 640 nm usando

un lector de microplacas (Sunrise™ - Tecan).
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Es importante mencionar que en cada uno de los pasos mencionados se realiza un lavado
con PBS 1X -Tween 20 al 1%, a excepcion de los pasos de bloqueo. La determinacion de
los anticuerpos en cada una de las muestras se valora a partir de una dilucién 1/100 hasta
1/400 de forma inicial, en el cual se tendra en cuenta como valor de dilucién final la
absorbancia dos veces el ruido de fondo y una densidad 6ptica mayor a 0,1. Ademas se
usardA como control de la técnica anticuerpo monoclonal (IgGl e 1gG2) con
concentracion alta de 2,5 ug/mL para IgG1 y de 5 pg/mL para IgG2; y baja de 0,039 ug/mL
y 0,078 ug/mL para IgG1 e IgG2 respectivamente. La concentracion de cada una las

muestras se valoro por triplicado y los resultados se reportan como como pg/ml. [45]

= Extraccién de ADN humano:

El ADN total fue extraido desde muestras de sangre periférica. Se utilizd el kit
CorpoGen, llevando a cabo las siguientes etapas:

1. En casos en que la sangre estuvo recién tomada y las células blanco no

habian decantado completamente, se tomaron 350 ul de la parte superior donde se

observo turbidez y que contiene dichas células y se transfirieron a un microtubo de

1.5 ml. (El hecho de poder tomar los leucocitos en este punto permite que

practicamente con un solo lavado puedan ser eliminados los eritrocitos). Cuando la

capa de células blanco estuvo ya decantada, se tomaron cuidadosamente 350 ul de

esta capa y se transfierieron a un microtubo de 1.5 ml.

2. Se lavaron las muestras con 1 ml de solucién de lavado (# 1) para eliminar por
lisis celular la mayoria de los glébulos rojos, centrifugando cada vez a 12000
rpm por un minuto en la microcentrifuga. Después de cada lavado se elimino el
sobrenadante y se resuspendieron bien las células por agitacion suave en un
vortex.

3. Se afiadio 500 ul de tampon de lisis (# 2). Se mezcld por inversion hasta ver

lisis total aprox 1 min.
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4. Se adicion6 500 ul de la solucion salina (# 3) para desproteinizar la preparacion.
Se agitd en vortex 20 seg. Se incub6 en hielo durante 5 min. Para facilitar la
precipitacion de proteinas.

Se centrifug6é a 12000 rpm por 10 min
Se tomé 1 ml de sobrenadante, teniendo cuidado de no llevarse el precipitado y
se transfirid a un nuevo microtubo de 1.5 ml

7. Se precipitdé el ADN afadiendo 600 ul de isopropanolol. Se agit6 por inversion.

8. Se centrifug6 a 12000 rpm 5 min, se elimind el sobrenadante por inversion

9. Se lavo el precipitado dos veces con 250 ul de etanol al 70&%, se centrifug6 cada

vez a 12000 rpm un min con el fin de remover sales residuales. Se desecho el

sobrenadante por inversion.

10.Se dejé secar inviertiendo los tubos sobre un papel absorbente

11. Se reconstituyé el ADN y se dejo hasta 65° toda la noche en refrigeracién. Se

agité manualmente de manera frecuente
12. Se conservo entre 4° y 6° C.

13.

Tipificacion HLA-DRB1 por técnica de Luminex [51]

El desarrollo de ensayos de fase sdélida como Luminex utilizan microesferas de
poliestireno impregnadas con una Unica mezcla de dos tinciones fluorescentes que
son simultaneamente excitadas por un laser rojo a 365 nm. La luz emitida puede
ser detectada a longitudes de onda de 630 nm (rojo) y 730 nm (infrarojo). Por la
medicion de la composicion de las intensidades de emision para ambos canales, a
un antigeno HLA puede asignarse por encima de 100 esferas distintivas de manera
concomitante. La deteccién HLA es lograda usando un conjugado de anticuerpo
secundario con el fluoréforo reportero R-ficoeritrina el cual es excitado por un laser

verde (532 nm) y detectado a 576 nm.

Amplificacion por PCR

La Master Mix de cada loci debe estar a temperatura ambiente (para este caso MX-DRB).

Se realiz6 Vortex suavemente a los reactivos y se centrifugod por 5 segundos. Se prepard

la planilla de amplificacion y se marcaron los tubos. Se anotaron los lotes de reactivos

utilizados, ésto es de vital importancia para la programacion del equipo Luminex para la
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lectura e interpretacion. Se afadieron 7-10 ul de ADN de cada muestra a su tubo. 5 ul de
Agua destilada como control negativo. Se preparo la mezcla maestra para el locus a analizar
de acuerdo a las siguientes condiciones: 15 ul Master Mix, 27.5 ul Agua destilada, 0.5 ul
Taq polimerasa 5 u/ul, 40-43ul Volumen final. Se aplicé Vortex brevemente y centrifugacion
por 5 segundos, se afiadieron los 40-43 ul de mix a cada tubo, se taparon los tubos, se

colocaron los tubos en el termociclador PTC200 y se inici6 el programa LMHLA .

PARAMETROS PROGRAMA LMHLA. Se utilizo en la opcién Tubes Volumen 50 ul, Heated
Lid del termocilcador. Condiciones de la reaccién: 95°C por 5 min, 8 ciclos 95°C 30
segundos, 60°C 45 segundos, 72°C 45 segundo/ 32 Ciclos 95°C 30 segundos, 63°C 45
segundos, 72°C 45 segundos,72°C15 minutos Una vez amplificado el producto de PCR se

procedié con la hibridacion.
= Hibridacion

Existié certeza de que las esferas se hubiesen solubilizado (55-60°C por 5-10 min) y fueron
pasadas por Vortex antes de usarse. Asi mismo, se aseguré la temperatura ambiente del
Buffer de Dilucion y del reactivo adecuado al locus utilizado en la amplificacion. Se prendio
el Equipo Luminex IS100 y se comenz6 a calentar el laser. Se realiz6 la planilla de
amplificacién documento 300, Se solubilizaron las esferas a 55-60°C en el bafio seco por
5-10 minutos.  Se realizé Vortex a las esferas por 15 segundos. Se utilizé un plato de 96
pozos Costar #6509) para PCR para llevar a cabo la hibridizacion. Se cort6 con tijeras el
plato de pozos, se cort6 el Film Costar dependiendo del nimero de pozos, teniendo en
cuenta que siempre debe usarse una hilera de pozos de mas para asegurarse que al
sellarse con el film costar no se presente evaporacion. Se afiadieron 5 ul de producto de
PCR a cada pozo. Se agregaron 15 ul de esferas a cada pozo (esferas HLA-DRB). Cuando
se utilizaron mas de 8 pozos por locus, se mezclaron en Vortex las esferas cada 8 pozos.
Se sellaron los pozos con el Film costar (asegurandose que todos los pozos estuviesen
bien sellados). Se coloco el plato en el termociclador PTC 200 utilizando el programa de
hibridizacion LMHYB. Se coloco la placa de aluminio encima del plato para que el heated
lid hiciera buen contacto Para el programa de hibridizacion LMHYB se utilizaron las
siguientes opciones en el termociclador, volumen 20 ul, plate control, Heated lid. 97°C por
5 minutos, 47°C por 30 minutos, 56°C por 10 minutos, 56°C hold. Se colocé la tapa de
aluminio encima del plato y se cerr6 el Heated lid. Se procedi6 a la hibridizacién. Mientras

las muestras estuvieron hibridizando (éste procedimiento dura 45 min) se preparo la dilucion
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del conjugado R-Phycoerytrin conjugate Streptavidin (SA-PE 1 mg/ml)) (1:200) de
acuerdo la siguiente proporcion: Por cada pozo, 170 ul de Buffer de Dilucién y 0.85ul de
SA-PE. Se prepar6 siempre n+1 para compensar por errores de pipeteo. Se utilizé la
plantilla de Diluciones dependiendo del numero de pozos a hibridizar. La solucién de SA-
PE se mantuvo diluida en la oscuridad (guardada en un cajén). Al final de los 45 minutos
de hibridizacion, se retiré con cuidado el seal film de los pozos mientras el plato esta a 560C
en Hold, y se afadié 170 ul de conjugado SA-PE diluido a cada pozo. Nunca debe
cancelarse el programa de hibridizacion. Se retir6 el plato del termociclador a 56°C para
afadir el conjugado. Una vez afiadido el conjugado se procedié a la deteccion en el
equipo Luminex. Para Mejores resultados se deben analizar inmediatamente las
muestras. Si no se pueden analizar inmediatamente las muestras deben protejerse de la

Luz y leerse en los proximos 30 minutos.

En la presente investigacion existieron dos grupos de muestras que fueron analizadas en
diferentes etapas. Se utilizé para el primer grupo, el kit HLA DRB lifecodes, obteniendo
ambigledad en tres muestras; las combinaciones de muchos pares de alelos pueden dar
estos resultados ambiguos, debido a la naturaleza heterocigota del andlisis. [52] Estas
muestras fueron nuevamente procesadas con el kit HLA DRB e RES (enhancer),
conjuntamente con el segundo grupo de muestras, resolviendo asi las ambigtedades. El
kit HLA DRB e RES (enhancer) fue realizado para mejorar la resolucion de una tipificacion
al agregar mas perlas para hibridacion; no obstante, la técnica es mas sensible por lo cual
tres de las muestras de pacientes sanos arrojaron resultado “One allele”, sin posibilidad de

ser interpretadas.

Los anteriores procedimientos fueron realizados por profesionales entrenados y calibrados
de las diferentes instituciones, quienes participamos en el macroproyecto; las variables
utilizadas fueron recuperadas de la base de datos construida. EI ADN extraido fue
entregado para procesamiento por técnica Luminex por contratacion externa. Las muestras

fueron codificadas, de forma que no se conocia si pertenecian a sujetos sanos o con AR

10.5.3 Tabulacién

Todos los datos fueron digitados por el investigador apoyado por un digitador, previamente

entrenado. Se revisO la calidad de la digitacion confrontando el 10% de las encuestas
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digitadas, tomadas al azar, contra el formato. Cuando fueron encontrados errores, la
digitacion fue repetida, para su posterior andlisis estadistico.

10.5.4 Analisis Estadistico

El software utilizado para el andlisis estadistico fue SPSS versién 20.0. Entre variables
cualitativas (determinacion categorica de presencia o ausencia de anticuerpos anti Pg y
anti CCP, presencia o ausencia de epitopo compartido, presencia o ausencia de Pg en
surco gingival, clasificacion de alelos en grupos de riesgo) se uso el Test exacto de Fisher
para la comparacion entre dos variables dicotomicas y la prueba Chi cuadrado para la
comparacion entre dos o mas variables cualitativas. A las variables cuantitativas (Titulos
de anticuerpos anti Pg y anti CCP) se les aplicé el Test de normalidad de Kolmogorov
Smirnov; de acuerdo al resultado en éste estudio, ninguna de las variables expreso
normalidad, por lo cual se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann Whitney. Los andlisis
de correlacion para las variables cuantitativas se realizaron por medio del Coeficiente de
Correlacion de Pearson. El resumen de las comparaciones entre las variables se expreso
en gréaficos de barras y para los casos en los que se aplicé el coeficiente de correlacién se

muestran graficos de dispersién de puntos.
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Resultados

11. Caracteristicas descriptivas y clinicas de la poblacion AR y Sanos

La poblacién de estudio estuvo compuesta por 100 individuos: hombres y mujeres
colombianos (as) no fumadores(as) entre 18 y 65 afios; 50 con diagndstico de Artritis
Reumatoide segun criterios clasificatorios del Colegio Americano de Reumatologia de 1987
[43] o de 2010 [44] y 50 individuos sanos, pareados por edad, quienes asistieron a la
consulta regular en el Hospital Militar Central. Todos los participantes consintieron la
obtencion de datos para determinacion de Pg en placa subgingival por PCR convencional,
indices reumatolégicos e indices periodontales requeridos para diagnéstico de ambas
enfermedades, y, para titulaciones de anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis y anti

péptido ciclico citrulinado.

El 40% de la poblacion AR fue diagnosticada con AR temprana, el 60% con enfermedad
establecida; no se excluyeron pacientes quienes estuviesen prescritos con algun tipo de
medicacion para su enfermedad.(Datos no mostrados). La presencia de anti CCP fue
exclusiva de poblacién con AR (p=0,001), siendo el 76% de los individuos de éste estudio
afectados con la enfermedad, positivos para los anticuerpos. La distribucion de la
enfermedad con respecto al sexo reflejo la mayor ocurrencia de AR en las mujeres, siendo

el 84% de sexo femenino.(Ver tabla 11-1).

Con el estudio genético por tecnologia liminex para alelos HLA-DRB1; se logré conseguir
informacién de SE HLA DRB1 en 97 de las 100 muestras iniciales (50 AR y 47 sanos). (Ver
tabla 11-1)
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Tabla 11-1 Caracteristicas descriptivas y clinicas de la poblaciéon AR y Sanos

Caracteristica AR Sanos p-valor
n(%) n(%)
50 (100,00%) 50 (100,00%)
Edad (promedio en afios) 47,83 49,06 N.A
Muijeres 42 (84,00%) 41 (82,00%) N.A
Tiempo de Diagnoéstico AR N.A
AR temprana 20(40,00%) N.A
AR establecida 30(60,00%)
Anti CCP% 38 (76,00%) 0 p=0,001
Periodontitis Crénica 40(80,00%) 44(88,00%) p=0,275
Periodontitis Crénica Severa 9(22,50%) 7(15,91%) p= 0,613
Periodontitis Cronica 24(60,00%) 28(63,64%)
Moderada
Periodontitis Crénica Leve 7(17,50%) 9(20,45%)
Positividad Pg en surco 14 (28,00%) 27 (54,00%) p=0,008
gingival
Pg en surco gingival en 13(32,50%) 26(59,09%) p=0,01
individuos con Periodontiits
Cronica
Anti Pg 1gG1 100(350) 200(350) p=0,218

Mediana (Amplitud

Intercuartil)

1gG1 anti Pg 26 (52,00%) 32 (64,00%) p=0,22
IgG1 anti Pg en individuos sin 6(60,00%) 4(66,60%) p=0,79
Periodontitis Crénica
SE HLA DRB1 Gregersen n=50 AR n=47 Sanos p=0,006
21 SE+ 29(58,00%) 15(32,00%)

SE HLA DRB1 Gregersen

21 SE+, y, positividad IgG1 12(24,40%) 11(23,40%) p=0,23
anti Pg
ALELOS HLA DR B1 MAS 04:04, 10:01, 01:02, 03:01, 07:01, p=0,002
FRECUENTES 14:02 13:02

Los sujetos de éste estudio acudieron a consulta en el Hospital Militar, Bogota durante el periodo de Mayo
del 2012 a Mayo del 2014. Diagnéstico de Artritis Reumatoide segun criterios clasificatorios del Colegio
Americano de Reumatologia de 1987 [43] o de 2010 [44]. Anticuerpos anti CCP IgG/IgA positivos (=20
unidades). Diagndstico de Enfermedad Periodontal segln clasificacion CDC—-AAP (Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades en asocio con la Academia Americana de Periodoncia). [46] Pg en surco

gingival determinada por PCR convencional. Tipificacién de alelos HLA DR con técnica Laminex.
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11.1 Caracteristicas Periodontales

La presencia de enfermedad periodontal fue mayor en poblacién sin AR, teniendo el
88% de individuos sin AR vs. 80% de individuos AR, Periodontitis Cronica. El nivel de
severidad de enfermedad periodontal mas prevalente en ambos grupos fue
periodontitis crénica moderada. La poblacién AR presenté un mayor porcentaje de
individuos con periodontitis cronica severa (22,50% vs 15,91%), existiendo en la
poblacién sin AR mayor prevalencia de periodontitis cronica moderada y leve. Las
diferencias con respecto a enfermedad periodontal entre las dos poblaciones no
obtuvieron significacion estadistica. (Ver tabla 11-1)

11.1.1 Porphyromonas gingivalis en surco gingival

La positividad de Pg en surco gingival fue mayor en la poblacion sin AR (54% vs. 28%),
ésta diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,08) La determinacion de esta
relacién con respecto a enfermedad periodontal arrojé caracteristicas similares, siendo
positivos para Pg en surco el 59,09% de los sujetos sin AR que presentaron periodontitis
crénica; mientras los individuos AR con PC tuvieron una proporcion notablemente
menor de la bacteria en surco (32,5%), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0,01).(Ver tabla 11-1)

12. Anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis en Individuos

Sanos y con Artritis Reumatoide.

La titulacion de los anticuerpos anti Pg en cada muestra se asigné de acuerdo a escalas
1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, correspondiente al valor de
dilucion final obtenido. A menor escala de dilucion, menor cantidad de anticuerpos anti
Pg; se determind negatividad para anticuerpos anti Pg cuando los valores estuvieron

por debajo de 100 unidades de dilucion.
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La mediana para los titulos de anticuerpos IgG1l anti Porphyromonas gingivalis de

acuerdo a las unidades de dilucion, fue mayor en el grupo de individuos sanos (Ver tabla

12-1). Este valor estuvo influenciado por la presencia de sujetos sanos con titulaciones
en las escalas de diluciones en 1/3200, 1/1600 y 1/800, mientras el grupo de AR estuvo
ausente en estas escalas, y predoming la frecuencia en titulaciones menores. La mayor

frecuencia de anticuerpos IgG1 anti Pg para ambos grupos se encontré en las menores

unidades de titulaciones (unidades de dilucién 1/50).Estos hallazgos; sin embargo, no

tuvieron significacién estadistica. (Ver tabla 12-1)

Tabla 12-1 Titulaciones IgG1 anti Pg en Individuos sanos y con AR

Sanos AR p-valor
Mediana (Amplitud 200(350) 100(350) 0,218
Intercuartil)
Unidad de dilucion n (%) n (%)
de anticuerpo IgG1
Anti Pg

50 18(36%) 24(48%)

100 6 (12%) 6(12%)

200 11 (22%) 4(8%)

400 6(12%) 15(30%)

800 2(4%) 0

1600 4(8%) 0

3200 2(4%) 0

6400 1(2%) 1(2%)

Total 50(100%) 50(100%)
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Tabla 12-2 Corte en 100 anti Pg en AR y sanos

Anti Pg
Corte en100
IgG1
n
(%)
<100 2100
AR 24 26
n=50 (48%) (52%)
Sanos 18 32
n=50 (36%) (64%)
p-valor 0,224

Figura 12-1 Corte en 100 IgG1 Anti Pg en AR y sanos

64%

80%

60% SANOS

40%

20%

0%
>100

B AR [ISANOS

Anticuerpos IgG1 anti Porphyromonas gingivalis en AR y sanos en punto de corte 100 (p-valor=0,22)
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Con respecto al punto de corte en 100 de los anticuerpos IgG1 anti Porphyromonas
gingivalis, en ambos grupos existieron mas sujetos con titulaciones por encima de este
valor, siendo mayor este porcentaje para la poblacion sana (AR 52% y sanos 64%).
Estos resultados no obtuvieron significacion estadistica. (Ver Tabla 12-2, Figural2-1)

Existieron anticuerpos anti Pg en sujetos con y sin AR sin enfermedad periodontal (6 de
10 individuos AR y 4 de 6 sin AR)(p= 0,79)(Ver tabla 11-1)

12.1 Relacién entre Pg en surco gingival y anticuerpos IgG1 anti Pg

Se realizaron comparaciones para la totalidad de la poblacion (AR y Sanos), e
intragrupo, para observar la posible relacién entre la presencia de Porphyromonas
gingivalis en surco gingival y la presencia de anticuerpos contra la bacteria. En ninguno
de los andlisis se observo relacién (datos no mostrados, sin significacién estadistica
p<0,05).
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13.Determinacion de equilibrio de Hardy-Weinberg

De acuerdo a las frecuencias alélicas del epitopo compartido, la poblacion objeto de
estudio guarda el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Figura 13-1 Equilibrio de Hardy-Wenberg

Célculo para determinar si las frecuencias de genotipo
observadas son consistentes con el equilibrio de Hardy-

Weinberg
Espera

Genotipos Observado # d#
Referencia

Homocigota 53 52,7
Heterocigota 37 37,6
Variante homocigota: 7 6,7

0,26
X2 = 0,024118761
Prueba X2, p valor = 0,876583 Con un grado de libertad.

1. Si P <0.05 no consistente con HWE.
2. No adecuado si <5 individuos en algun

grupo de genotipos

Michael H. Court
(2005-2008)
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14. Caracteristicas Inmunogenéticas

Se obtuvieron resultados categéricos para presencia del epitopo compartido segun
clasificacion clasica (QKRAA, QRRAA o RRRAA posiciones 70-74 HLA DRB1) de 50
individuos AR y 47 sanos (194 alelos). Para la tipificacién de los alelos, sin embargo; se
encontraron ambigtiedades para 3 del grupo AR y 3 de sanos, teniendo en total datos de
188 alelos (97 AR y 91 sanos).(Ver Tablas 14-1, 14-2,y, Figura 14-1)

Los alelos mas prevalentes en el grupo AR con respecto a la poblacién sana fueron 14:02,
04:04 y 10:01. Se encontraron altas frecuencias de los alelos 07:01, 03:01, 01:02 y 13:02
en poblacién sana, comparado con el grupo AR, la diferenciacion de éstos alelos entre
ambas poblaciones tuvo significacion estadistica. (p=0,002). (Ver tabla 14-1 y Figura 14-1)
Los alelos que acompafiaron el genotipo en los individuos sanos portadores del alelo 01:02
(5 individuos) fueron SE- (clasificacién Gregersen), (01:02/04:07, 01:02/03:01, 01:02/16:02,
01:02/13:02, 01:02/15:01).

El alelo 04:07 fue el mas representativo de los individuos sanos, teniendo sin embargo una
frecuencia elevada en el grupo de individuos con artritis reumatoide; los alelos 04:07, 01:01,
15:01, y 16:02 tuvieron similares frecuencias en AR y Sanos. Otros alelos presentaron
frecuencias similares en AR y Sanos, teniendo no obstante, baja prevalencia en la poblacion
estudiada (08:04, 09:01, 11:04, 13:01 y 15:01). (Ver Tabla 14-1y Figura 14-1)
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Tabla 14-1. Frecuencia de alelos HLA DRB1 en Individuos Sanos y con Artritis

Reumatoide
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Alelos HLA DRB1, 188 alelos en total: 97 AR y 91 Sanos. Tecnologia Luminex. Alelos mas prevalentes en

AR: 14:02, 04:04, 10:01. Alelos mas prevalentes en sanos: 07:01, 03:01, 01:02, 13:02 (p=0,002)
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Figura 14-1 Alelos HLA DRB1 en Individuos con Artritis Reumatoide y
Sanos

Alelos HLA DRB1 en AR y Sanos
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Alelos HLA DRB1, 188 alelos en total: 97 AR y 91 Sanos. Tecnologia Luminex

Este es el primer estudio que compara diferentes métodos de clasificacién de epitopo
compartido HLA DR1 en poblacién colombiana. Se tuvieron en cuenta cinco sistemas
de clasificacion SE HLA-DRBL1: de Vries, Gregersen, Mattey, Tezenas du Montcel y
Raychaudhuri.

Segun la clasificacién de Gregersen se obtuvieron resultados sin ambigledades de
alelos HLA DRB1 de 50 individuos AR y 47 sanos (194 alelos). Para los otros métodos
de clasificacion, de las 97 muestras tipificadas con tecnologia luminex (mediana
resolucidn) existieron algunas ambigiiedades;, los alelos determinados como ambiguos
fueron excluidos. En las clasificaciones de Vries y Mattey de los 47 individuos sanos, 2
fueron ambiguos, por lo que los resultados se obtuvieron desde 50 individuos AR y 45
individuos sanos (190 alelos). Para el andlisis segun Tezenas du Montcel, se cont6 con
47 individuos AR y 47 individuos sanos (188 alelos) siendo 3 sujetos AR ambiguos para
la aplicaciobn de éste sistema de clasificacion. Para el andlisis alélico segun
Raychaudhuri existi6 ambigliedad en 3 alelos de sujetos AR y 2 alelos de la poblacion
sana, existiendo para el analisis 97 alelos en la poblacion AR y 92 alelos en la poblacién

sana. (Ver tabla 14-2)
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Tabla 14-2 Clasificacion HLA DRB1 en AR y Sanos seguiin métodos de Gregersen, de Vries, Mattey,

Tezenas du Montcel y Raychaudhuri

AR SANOS
CLAS”:'[():Q;:'lON HLA n(%) Frecuencia alélica AR n(%) Frecuseztliligglélica prvalor
Genotipo Gregersen 50(100%) 100 47(100%) 94
SE-/SE- 21(42%) 42 32(68,1%) 64
SE+/SE- 23(46%) 23(SE+)/23(SE-) 14(29,8%) 14(SE+)/14(SE-) 0,006
SE+/SE+ 6(12%) 12 1(2,1%) 2
21 SE+ 29(58%) 35 15(32%) 16
Genotipo de Vries 50(100%) 100 45(100%) 90
P/P 1(2,00%) 2 3(6,66%) 6
P/IN 9(18,00%) 9(P)/I9(N) 16(35,55%) 16(P)/16(N)
N/N 11(22,00%) 22 11(24,44%) 22 0,006
P/S 4(8,00%) 4(P)/4(S) 9(20,02%) 9(P)/9(S)
N/S 19(38,00%) 19(N)/19(S) 5(11,11%) 5(N)/5(S)
SIS 6(12,00%) 12 1(2,22%) 2
Genotipo Mattey 50(100%) 100 45(100%) 90
D70SE-/D70SE- 7(14,00%) 14 12(26,70%) 24
Q70SE-/D70SE- 10(20,00%) 10(Q70SE)/10(D70SE-) 9(20,00%) 9(Q70SE-)/9(D70SE-)
Q70SE-/Q70SE- 4(8,00%) 8 6(13,33%) 12 0,62
Q70SE+/D70SE- 9(18,00%) 9(Q70SE+)/ 9(D70SE-) 6(13,33%) 6(Q70SE+)/6(D70SE-)
Q70SE+/Q70SE- 11(22,00%) 11(Q70SE+)/11 (Q70SE-) 7(15,55%) 7(Q70SE+)/7(Q70SE-)
Q70SE+/Q70SE+ 3(6,00%) 6 1(2,22%) 2
OTROS 6(12,00%) 12 4(8,88%) 8
Ge”°timlﬁ:z§”as du'l 47(100%) 94 47(100%) 94
L/L 21(44,68%) 42 31(65,95%) 62
S3PIL 20(42,55%) 20(S3P)/20(L) 12(25,53%) 12(S3P)/12(L)
s2/L 2(4,27%) 2(S2)/2(L) 3(6,38%) 3(S2)/3(L) 0.19
S3P/S3P 3(6,38%) 6 1(2,12%) 2
S2/S2 0 0 0 0
S2/S3P 1(2,12%) 1(S2)/1(S3P) 0 0
Clasificacion de AR 97 Alelos SANOS 92 alelos
Riesgo
Raychaudhuri
n % N %
(1)SSEA 3 3,09% 7 7,62% 0,18
(2)SSKR 3 3,09% 7 7,62%
(3)SGRL 11 11,34% 7 7,62%
(4)LFEA 2 2,06% 3 3,10%

73




(5)SSRE 1 1,03% 1 1,10%
(6)SGRA/SSRA 19 19,58% 11 11,95%
(7)GYRQ 2 2,06% 8 8,70%
(8)PRAA 6 6,18% 8 8,70%
(9)SSKA 1 1,03% 0 0,00%
(10)VHEA 1 1,03% 1 1,08%
(11)DFRE 2 2,06% 2 2,19%
(12)VHRE 18 18,57% 17 18,50%
(13)PRRA 7 7,22% 6 6,56%
(14)LFRA 4 4,14% 7 7,62%
(15)VFRA/VHRA 15 15,46% 5 5,45%
(16)VHKA 2 2,06% 2 2,19%

Tipificacion de alelos HLA DR con técnica Luminex . Clasificacion Gregersen et al: aminoacidos en
posiciones 70-74 HLA DRp1, epitopo compartido(SE) definido por QKRAA, QRRAA o RRRAA, epitopo
compartido negativo para las demés secuencias. Clasificacion De Vries et al. : aminoacidos en posiciones
67, 70, 71, 73y 74 HLA DRB1. Alelos de susceptibilidad (S): LQKAA, LQRAA, LRRAA. Alelos protectores
(P) 1 67 HLA DRp1 (Isoleucina en posicion 67), los otros alelos fueron agrupados como neutrales (N).
Clasificacion Mattey et al.: dos alelos SE+ (Q70SE+/Q70SE+): mayor riesgo para AR y genotipo (D70SE-
/D70SE-): menor riesgo. El genotipo SE+/SE- se dividié en SE+ con alelos SE- codificando residuo Q en
70 (Q70SE+/Q70SE-) e individuos SE+ con el alelo SE- codificando el residuo D en 70. (Q70SE+/D70SE-
). Clasificacion Tezenas du Montcel et al. genotipo de mayor riesgo S2/S3P; al ser 6.6 veces mayor con
respecto al genotipo L/L de menor riesgo. La jerarquia de riesgo de mayor a menor es: S2/S3P, S2/S2,
S3P/S3P, S2/Ly S3P/L, L/L. Raychaudhuri et al.: aminoacidos en posiciones 11, 13, 71y 74 HLA DRp1.
Mayor riesgo para AR: VHKA, Mayor efecto protector: SSEA, Efecto neutro: PRAA
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Entre el sistema de clasificacion para SE propuesto por Gregersen, definido por las
posiciones para los aminodcidos 70, 71, 72, 73y 74 y el sistema de Vries, el cual tiene en
cuenta los aminoacidos 67, 70, 71, 73 y 74 de la cadena HLA DRB1 no se observaron
diferencias con respecto a los alelos categorizados como epitopo compartido, los cuales
fueron denominados por de Vries, como “alelos de susceptibilidad”; (Datos ho mostrados).
Distintivamente, entre los métodos de clasificacion Gregersen y de Vries, existio la
categorizacién adicional por de Vries de alelos neutrales y protectores. Los sistemas de
clasificacion Gregersen y de Vries, fueron apropiados para la diferenciacién entre sanos y
AR en esta poblacién.(p=0,006); los otros sistemas de clasificacion no obtuvieron

significacion estadistica. (Ver tabla 14-2)

Con respecto a la clasificacion clasica SE HLA DRB1 (Gregersen), en el grupo con AR, el
mayor porcentaje (46%) tuvo genotipo SE+/SE-, seguido por un 42% negativos para epitopo
compartido, teniendo el 12% genotipo SE+/SE+. . En contraste, la poblacion sana en su
mayoria fue negativa para SE (68,1%); el 29,8% tuvo genotipo SE+/SE-, siendo un sujeto
sano SE+/SE+. En total, en la poblacién AR el 58% tuvo al menos un alelo positivo para
epitopo compartido (Frecuencia alélica de SE+ en AR=35); el 32% de la poblacion sana
tuvo al menos un alelo positivo para SE (Frecuencia alélica de SE+ en Sanos=16), siendo
estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,006).(Ver tabla 14-2, Figura 14-2)

Figura 14-2 Genotipo SE para AR y sanos. Clasificacion de Gregersen
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50 individuos con AR (100 alelos), 47 individuos sanos (94 alelos). Clasificacion clasica SE
(p=0,006)
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La clasificacion de Vries segun los genotipos S/S, N/S, P/S, N/N, P/N y P/P evidencié
diferencias entre poblacion AR y Sana, teniendo el 12% de poblacién AR dos alelos de
susceptibilidad, con respecto al 2% de la poblacién sana; presentando una relacion
inversa con los alelos protectores, donde el 6,66% de la poblacién sana tuvo dos alelos
protectores, comparada con el 2% de poblacién AR. De manera notoria se observo la
mayor frecuencia en poblacién AR y sana con los genotipos N/S y N/P respectivamente,
disminuyendo la frecuencia de individuos sanos, a medida que fueron relacionados con
alelos de susceptibilidad, y, de individuos AR con relacién a los categorizados como
protectores, siendo las dos poblaciones homogéneas en la frecuencia alélica cuando
presentaron genotipo N/N. Estos hallazgos fueron estadisticamente significativos. (Ver
Tabla 14-2, Figura 14-3)

Figura 14-3. Genotipo SE para ARy sanos. Clasificacion de Vries
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50 individuos con AR (100 alelos), 45 individuos sanos (90 alelos). Genotipos P/P
(Protector/Protector), P/N (Protector/Neutro), N/N (Neutro/Neutro), P/S
(Protector/Susceptibilidad), N/S (Neutro/Susceptibilidad), S/S
(Susceptibilidad/Susceptibilidad)(p=0,006)
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15. Anticuerpos anti péptido citrulinado y epitopo compartido

Ningun individuo sano fue positivo para anti CCP. Se observé alta frecuencia de
individuos SE+ (SE+/SE+, y, SE+SE-) en el grupo AR anti CCP+ (63,15% de la
poblacion anti CCP+); existiendo sin embargo una proporcion considerable de
individuos SE- con anti CCP+ (36,84%). El grupo AR Anti CCP- fue menor con respecto
a Anti CCP+ (76% vs 24%); en este grupo existié mayor proporcion de individuos SE-;
no obstante, con representatividad de sujetos SE+. Las diferencias para los grupos anti
CCP+ y anti CCP- relacionadas con la presencia del epitopo compartido no fueron
estadisticamente  significativas. [SE+/SE+, SE+/SE-, SE-/SE- (p=0,42)] vy
[SE+(SE+/SE+y SE+/SE-), SE-/SE-(p=0,18)].(Ver Tabla 15-1, Figura 15-1)

Tabla 15-1 Anticuerpos anti péptido citrulinado y epitopo compartido en individuos

con Artritis Reumatoide

Anti CCP+ Anti CCP-
38(76%) 12(24%)
SE+ SE+/SE+ SE- SE+ SE+/SE+ SE-
(SE+/SE+y (SE-/SE-) (SE+/SE+y (SE-/SE-)
SE+/SE-) SE+/SE-)
24(63,15%) 5(13,15%) 14(36,84%) 5(41,66%) 1(8,33%) 7(58,33%)

Anticuerpos anti péptido citrulinado (Anti CCP) y epitopo compartido (SE+) en 50 individuos con Artritis
Reumatoide.(p=0,42)
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Figura 15-1 SE y Anti CCP en individuos con Artritis Reumatoide
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Anticuerpo anti péptido citrulinado (Anti CCP) y epitopo compartido (SE+) en 50 individuos con Artritis
Reumatoide. (p=0,42)

16. Relacion entre anticuerpos Anti péptido citrulinado y anticuerpos
anti Porphyromonas gingivalis
Se realizaron comparaciones para observar la posible correlacibn de los titulos de

anticuerpos anti CCP y anti Pg, por medio del coeficiente de correlacion de Pearson, no se
observo relaciéon 1IgG1 anti Pg vs. Anti CCP (R=0,016) (Ver figura 16-1)

Figura 16-1Relacion entre anticuerpos IgG1 anti Porphyromonas gingivalis y

Anticuerpos anti péptido citrulinado.
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50 pacientes AR: 38 anti CCP+, 12 anti CCP- vs. Titulos IgG1 (R= 0,016)
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17. Relacion de anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis en
pacientes con Artritis Reumatoide y en individuos Sanos no
fumadores que presentan el epitopo compartido, segun

clasificaciones Gregersen y de Vries

Se realizaron las comparaciones entre IgG1 anti Pg con los métodos de clasificacion de
Gregersen y de Vries, relacionados con la diferenciacion entre AR y Sanos para 50
pacientes AR y 47 sanos, y, 50 individuos AR y 45 sanos, respectivamente. No se observo
significacion estadistica en la comparacion de los anticuerpos anti Pg con éstos métodos
de clasificaciéon HLA DR1.

17.1 Clasificacion SE clasicano estuvo relacionada con anticuerpos anti
Pg.

Con respecto a la clasificacion clasica de epitopo compartido QKRAA, QRRAA, RRRAA
HLA DRf1, en esta poblacion fue apropiada para la asignacion de riesgo para artritis
reumatoide (p=0,006). No obstante, no se observé relacién de la presencia de
anticuerpos IgG1l anti Porphyromonas gingivalis con el epitopo compartido entre
poblacion AR y sanos (p=0,14). (Figuras 17-1)

Se pudo apreciar, como la poblacién sana, portadora de al menos un alelo SE+,
presento titulaciones altas de anticuerpos IgG1 contra la bacteria; no se observé alguna
relacion diferencial entre AR y sanos con respecto a los anticuerpos anti Pg teniendo en

cuenta el epitopo compartido. (Figura 17-1)
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Figura 17-1 Método de clasificacion HLA DRB1de riesgo para AR segun
Gregersen [(SE-/SE-, (SE+/SE-) o (SE+SE+)] comparado con Titulos IgG1 anti Pg
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17.2 Genotipos HLA DRB1 segun de Vries no relacionados con titulos

IgG1 anti Pg

Se realiz6 un andlisis de los genotipos con respecto a los anticuerpos IgG1 anti Pg.,
teniendo en cuenta la relacion de los alelos de acuerdo a susceptibilidad, neutralidad o
proteccion. Se caracterizaron seis grupos de genotipos, siguiendo la clasificacion de
Vries de la siguiente manera: P/P, P/N, N/N, P/S, N/S, S/S. El andlisis de los genotipos
segun las anteriores categorias, no arrojo significacién estadistica en la comparacion

con los titulos de anticuerpos IgG1 anti Pg. (p=0,49)
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Discusion

Existe evidencia de la relacidon de los anticuerpos anti péptido citrulinado con artritis
reumatoide; la mayor asociacion genética ha sido encontrada con alelos especificos del
gen HLA DRBL1, los cuales codifican diferentes secuencias de aminoacidos en la cadena
HLA DRB1 dentro de la hendidura de unién al péptido y a la célula T, estos amino&cidos
tienen especial afinidad a péptidos citrulinados y al TCR; a éstas secuencias de
aminoacidos se les ha denominado epitopo compartido(SE).

El habito de fumar ha sido el factor de riesgo ambiental mas consistente para AR, debido
a que puede disparar la reaccion inmune a través de proteinas citrulinadas en formas
restringidas de SE; en individuos portadores de dos copias de SE HLA DRB1; el 55%
de positividad de anti CCP fue atribuida al habito. [11] Recientemente, se ha investigado
la asociacion de la Porphyromonas gingivalis con AR, siendo la Unica especie
procaridtica que tiene actividad PAD [6], capaz de citrulinar fibrinbgeno humano y a-
enolasa, [8] adicionalmente, se ha demostrado la capacidad de la Pg para citrulinar sus
propias proteinas enddgenas. [8] [30].

La busqueda de una posible relacion de Porphyromonas gingivalis con epitopo
compartido, esta enmarcada a la presencia de multiples factores ambientales y
genéticos inherentes a una enfermedad compleja, como lo es la artritis reumatoide. La
presente investigacion se restringié al estudio de pacientes con ausencia de otras
enfermedades autoinmunes y procesos infecciosos en curso; asi mismo, pese a la
dificultad de excluir la gran cantidad de factores inflamatorios y ambientales a los cuales
puede estar expuesto un individuo en el transcurso de su vida que puedan estar
relacionados con citrulinacion, [27] se considerd importante reducir uno de los més
fuertemente asociados, por lo cual uno de los criterios de exclusion fue el habito de

fumar.

Con respecto a las caracteristicas clinicas generales, la distribucion de la enfermedad
con respecto al sexo reiterd la mayor prevalencia de artritis reumatoide en las mujeres.
La AR, como otras enfermedades autoinmunes afecta desproporcionadamente mas a

las mujeres que a los hombres; se ha reportado una proporcionde 2-3:1. Han sido
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asociadas interacciones entre hormonas sexuales, sistema inmune y factores genéticos
(incluida la presencia de un segundo cromosoma X) y modificaciones epigenéticas
influyendo en la incidencia y actividad de la enfermedad. [53]

Caracterizacion de AR y sanos desde distintos métodos de
clasificacion de alelos HLA DRB1. Comparacion de hallazgos de

poblacién colombiana con otras poblaciones.

Los alelos mas prevalentes en el grupo AR con respecto a la poblacion sana fueron
14:02, 04:04, y 10:01, todos portadores del epitopo compartido. Asi mismo, Spinel. [54]
encontraron el alelo 14:02 dos veces mas en AR que en controles en poblacion
colombiana; el alelo 04:04 ha sido caracteristico en caucésicos, asociado con riesgo
para la enfermedad. [55] [56] Mattey et al. encontraron que en la susceptibilidad para
artritis reumatoide, los alelos DR4 tienen una significativa mayor influencia que los alelos
DR1, ambos portadores del epitopo compartido, segun nuestros hallazgos, de manera
similar, existiéo mayor relacién con AR de los alelos DR4, con respecto a los DR1. Balsa
et al. [56], encontraron en poblacién espafiola similar prevalencia de los alelos 04:04 y
04:01., en ésta investigacién se observd, de manera contraria mayor relacién con el
alelo 04:04, encontrando el alelo 04:01 con igual frecuencia en poblacién sana y AR. El
alelo 10:01 ha sido asociado por diversos autores con alto riesgo para AR [26] [24] [25].
De manera contraria, Morgan et al., [57] en su estudio en poblacion caucésica, no
encontraron asociacién del alelo 10:01 con la enfermedad [57]; siendo este alelo

clasificado segun Mattey et al., como riesgo intermedio. [22]

Se encontraron altas frecuencias de los alelos 07:01, 03:01, 01:02 y 13:02 en poblacion
sana, comparado con el grupo AR; Los alelos 07:01, 03:01 y 13:02 son SE-, siendo el
alelo 01:02 SE+. El efecto protector del alelo 07:01 fue confirmado por Niek de Vries et
al y por Raychaudhuri [07:01 OR 0,91 (0,80-1,03) no significativo]. El alelo 01:02, asi
como el alelo 01:01, correspondientes al grupo “14” segun Raychaudhuri et al., han sido
relacionados con susceptibilidad para Artritis Reumatoide en diversos grupos

poblacionales; codifican para epitopo compartido y se han asociado con parte del riesgo
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genético méas importante en el desarrollo de la enfermedad [22] [24] [21]. En esta
poblacién; de manera particular, el alelo 01:02 tuvo mas representatividad en poblacién
sana, y el alelo 01:01, caracteristico de riesgo en diferentes poblaciones, presento
similar frecuencia en AR y en sanos. La poblacion sana portadora del alelo 01:02, sin
embargo, no presentd en su genotipo otro alelo de susceptibilidad. Uno de los individuos
sanos port6 el genotipo 01:02/13:02; siendo el alelo 13:02 exclusivo de poblacion sana
en este estudio. El efecto protector del alelo 13:02 ha sido confirmado en varios
estudios, como el de Gibert et al. 2003, [58] quienes asociaron en poblacion francesa al
alelo 13:02 con proteccion contra AR, debido a la carga negativa en la bolsa P4; los
autores reportaron éste efecto pese a la relacion con alelos de riesgo dentro del
genotipo. Otro individuo sano positivo para el alelo 01:02, presenté en su genotipo el
alelo 15:01, en el andlisis de la relacion del alelo 15:01 De Vries et al. [25] asociaron
este alelo con efectos protectores significativos, atribuidos a la presencia de isoleucina
en la posicion 67 HLA DRB1. Otro genotipo presente en poblacion sana con el alelo
01:02, fue acompariado por el alelo 03:01, existiendo entre los individuos no AR de éste
estudio alta prevalencia del alelo, el cual comunmente se ha determinado como
protector. [22] [24] [26]. Balsa et al., en el 2010 [56] reportaron la presencia de HLA
DR3 similar en controles y en pacientes AR negativos para anti CCP, indicando que la
presencia de éstos alelos confiere un efecto protector para AR anti CCP. De manera
contraria, el alelo 03:01 fue asociado con riesgo para AR en poblacién caucasica por de
Vries et al. [25].

Los alelos 04:07, 15:01 y 16:02 tuvieron frecuencias similares en poblacién sana y AR.
El alelo 04:07 (SE-) ha sido considerado como de “efecto neutral” por autores como Niek
de Vries et al. [25]; asi mismo el modelo Revirdn clasifico al alelo 04:07 como neutral
con respecto a la predisposicion para AR debido a la carga eléctrica positiva en la bolsa
P4, [59] coincidiendo con la propuesta de Vries y los hallazgos sugeridos en el actual
estudio [25]; contrariamente, segun los hallazgos de Raychaudhuri et al. [26] el alelo
04:07 fue clasificado en la categoria de riesgo para AR [OR 1,65 (1,24-2,19)]. El alelo
16:02 es negativo para epitopo compartido de acuerdo a la clasificacion clasica de
Gregersen. [21] Este alelo fue clasificado como neutro segun Nick de Vries; [25] siendo
categorizado de bajo riesgo por los demas autores. [24] [22] La caracteristica de este
haplotipo segun ésta investigacion, mostré similar proporciéon entre poblacién sana y
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AR, sugiriendo la neutralidad reportada por de Vries, asi mismo el modelo Revirén lo
clasifico de efecto neutral [59] . Con respecto al alelo 15:01, observando la misma
frecuencia en poblacién sana y AR, se observé tendencia a ser un alelo neutral, asi
mismo lo clasificé Raychaudhuri, (OR=1); no obstante, la relacion reportada por de Vries
et al. [25] con proteccion del alelo 15:01, encontrada ademas en éste estudio con
algunos alelos comunmente relacionados con riesgo para artritis reumatoide, llevan a
la necesidad de determinar la neutralidad asociada no solo a la frecuencia alélica, sino

también a su efecto relacionado con alelos de riesgo y protectores.

Muchos andlisis se han enfocado sobre la regién de aminoacidos referida como epitopo
compartido y su influencia en la patogénesis de artritis reumatoide, incluida la
susceptibilidad, la severidad y la respuesta al tratamiento. Se han propuesto varias
modificaciones a la inicial propuesta, restringida a los aminoacidos 70 a 74 de la tercera
region hipervariable HLA DRB1. [60] De los cinco sistemas de clasificacion HLA DR31
utilizados en este estudio, los de Gregersen y de Vries fueron adecuados para la
caracterizacion AR en esta poblacion. El sistema de clasificacion de genotipos HLA
DRB1 de Mattey no permitié identificar riesgo para AR, tampoco su propuesta de
clasificacion alélica para la asignacion AR/sano. Asi mismo los sistemas de clasificacion
Tezenas du Montcel y Raychaudhuri no permitieron diferenciar AR/sanos en este grupo

poblacional.

La clasificacion clasica de epitopo compartido (Gregersen) [21] fue efectiva, sencilla y
altamente significativa en la diferenciacion entre AR y sanos en este estudio. Los alelos
relacionados con epitopo compartido segun este sistema, han sido un referente histérico
para una adecuada determinacion de riesgo para AR relacionado con HLA DR en la
mayoria de estudios y para diversos grupos étnicos; siendo utilizado antes de la
emergencia de las propuestas de los nuevos sistemas de clasificacion [54] [56] [4] [10]
[61] . En la actual investigacion se corroboré que el sistema de clasificacion de Vries,
fue 100% similar con respecto al de Gregersen, siendo los alelos de susceptibilidad
definidos por de Vries, equivalentes a los alelos asignados como epitopo compartido
segun Gregersen. Nick de Vries et al., adicionalmente, realizaron la asignacion de otros

alelos HLA DRB1 como neutrales y protectores, clasificando a los que codifican
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isoleucina en la posicién 67 o acido aspartico en la posicién 70 HLA DRB1 como
protectores y a todos los demas alelos como de “efecto neutral”. El estudio realizado
por Nick de Vries et al., fue realizado en una cohorte de sujetos caucasicos holandeses
(167 con AR de inicio temprano y 166 controles sanos), siendo de alta significacion
estadistica para la asignacion de riesgo AR en la poblacién de este estudio. El sistema
de Vries fue aplicado por Morgan et al. [57] en caucasicos de Reino Unido,
determinando un efecto protector similar de los alelos neutros y alelos protectores,
considerandolos entonces, como un solo grupo. Asi mismo, en el andlisis de los
genotipos negaron la hipétesis de proteccion contra AR propuesta por alelos

categorizados como protectores.

Reconsiderando la hipétesis de epitopo compartido, Tezenas du Montcel et al. [24]
sugirieron que el riesgo representado por la presencia de la secuencia RAA en las
posiciones 72 a 74 es modulado por los amino&cidos en las posiciones 70 y 71 de la
cadena HLA DRp1. Al igual que los autores, nosotros no encontramos relacion de las
posiciones 72 a 74 con riesgo para AR; sin embargo, a diferencia de los autores,
tampoco hallamos relaciébn con la clasificacion segun los genotipos por ellos
categorizados. (L/L, S3P/L, S2/L, S3P/S3P, S2/S2 y S2/S3P) Gietavy et al. [23]
demostraron nuevamente en poblacién francesa, que los alelos pertenecientes al
epitopo compartido segun la clasificacion Tezenas du Montcel predisponen a la
produccién de anticuerpos anti-CCP cuando se analizan las diversas combinaciones de
genotipos positivos para todos los grupos de alelos, incluidos genotipos por ejemplo de
pacientes S1/X y S1/S1 comparados con el genotipo X/X como referencia; éste reporte,
tampoco fue comprobado en el actual estudio (datos no mostrados). El método Tezenas
du Montcel, ha sido adecuado en otras poblaciones caucasicas segun lo encontrado por

Morgan et al. [57] al asociar alelos S2 y S3P con AR en residentes de Reino Unido.

El método propuesto por Mattey et al. [22], involucré poblacién espafiola y de Reino Unido;

para el actual estudio realizado en poblacién colombiana, no fue adecuado en la

caracterizacion de poblacion AR. Desde los resultados de ésta investigacion, tampoco fue

posible confirmar el efecto dominante protector relacionado por los autores al aminoacido

D70 asociado a SE- cuando éste estuvo incorporado al genotipo Q70SE+/D70SE-. Con
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respecto a la relacion de los alelos Q70SE+DR4 vs. Q70SE+DR1 para la susceptibilidad de
AR, estos autores, [22] igual que nosotros, encontraron en la poblacion AR mayor
frecuencia del haplotipo DR4; esta relacion fue mayor para Reino Unido con respecto a
Espafa; existiendo sin embargo para los espafioles una alta frecuencia Q70SE+DRA4.
Morgan et al. [57], encontraron adecuado el sistema de clasificacion Mattey, cuando fue
aplicado en caucasicos, residentes de Reino Unido (1325 AR y 462 controles sanos).

Raychaudhuri et al. [26] usaron datos de SNPs de genoma completo desde 5,018 casos
anti CCP positivos y 14,974 controles, quienes pertenecieron a un metaanalisis GWAS de
AR desde colecciones de muestras de Reino Unido, Suiza, Canada y Estados Unidos.
Imputando y probando alelos clasicos y polimorfismos de amino&cidos para HLA-A, B, C,
DPA1, DPB1, DQA1, DQB1 y DRB1 en el sistema mayor de histocompatibilidad. Los
analisis de haplotipos revelaron gue los aminoacidos en posiciones 11 (0 13) 71y 74 HLA
DRp1 estuvieron relacionados con riesgo para AR. La clasificacion de Raychaudhuri no fue
acorde en la diferenciacion de poblacion AR/Sanos; al existir 16 grupos de haplotipos para
definicion de riesgo para AR, teniendo en este estudio un niimero poblacional limitado. Asi
mismo, el alelo 14:02, positivo para SE+ se relacioné con AR para esta y otras
investigaciones en diversos grupos poblacionales, [21] [22] [24]; sin embargo, debido a la
secuencia propuesta por la clasificacion fue categorizado dentro de una escala de bajo

riesgo.

Mientras las clasificaciones alternativas de SE parecen ser Utiles en las poblaciones en las
cuales han sido inicialmente probadas, éstas no son completamente aplicables a todos los
grupos; debido a la complejidad en la apreciacién de los alelos que codifican el complejo
mayor de histocompatibidad, la carencia de transferibilidad de asociaciones genéticas entre
poblaciones, especialmente entre tales locus polimérficos caracterizados por altos niveles
de desequilibrio de ligamiento. [60] Aunque sistemas de clasificacion de SE alternativos
pueden no ser universalmente aplicados, ellos pueden adn ser Utiles en algunos contextos

y en poblaciones especificas una vez ellos hayan sido validados.
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Anticuerpos anti péptido citrulinado y epitopo compartido

En el actual estudio encontramos al 58% de la poblacion AR con al menos un alelo SE+;
hallazgo concordante con el encontrado en poblacién colombiana (51%) segun Villarraga
et al. [62]. Balandraud et al. [63] encontraron sin embargo este valor aumentado en
poblacién del sureste y este de Francia (70%).

En este estudio, se observé una clara tendencia entre la presencia de al menos un alelo
SE+ con la produccion de anticuerpos anti CCP (63% de sujetos anti CCP+ con SE+); Balsa
et al. [56] en su estudio en poblacién espafola, encontraron un 32% de individuos SE
negativos con anti CCP+; en el actual estudio, de manera similar, el 36,84% de la poblacion
anti CCP+ fue SE-. La posibilidad de generar anti CCP por alelos diferentes al SE puede
deberse en parte a que pese a que los alelos SE+ estan relacionados con proteinas HLA
DRpB1 con carga altamente positiva en la bolsa P4, los péptidos cirtrulinados sin embargo
pueden también unirse a otras bolsas de anclaje de péptidos y no solo a las bolsas P4 que
comprenden la secuencia SE. [63] Adicionalmente, otros genes fuera del complejo HLA
han sido asociados con la autoinmunidad anticitrulina; Morgan et al. 2009 [64] encontraron
el gen PTPN22 asociado primariamente con anti CCP, alelos HLA DQ han sido también

identificados de manera relevante en la presentacion de péptidos citrulinados. [65] [66]

La evidencia acerca del papel SE+ en los procesos de citrulinacién es extensa; pero poco
se conoce sobre SE- y citrulinaciéon. Verpoort et al. [67] encontraron que la exposicion al
tabaco constituia una respuesta positiva anti CCP en individuos negativos para SE,
atribuyendo sus hallazgos a la influencia del habito en el cambio de isotipo en la respuesta

anti CCP. Este hallazgo podria ser estudiado en procesos de citrulinaciéon asociados a Pg.

Enfermedad Periodontal, Porphyromonas gingivalis.

La prevalencia de enfermedad periodontal para ambos grupos poblacionales fue similar con
respecto a la reportada en ENSAB IV [68]; la referencia ENSAB para sujetos en edades
superiores a 45 afios se ubico en el 86,06%, de acuerdo al promedio de edad para el actual
estudio, donde la poblacion sin AR tuvo 88% de positividad para PC, y la poblacion AR
80%. El nivel de severidad de enfermedad periodontal mas prevalente en ambos grupos

fue periodontitis cronica moderada; el estudio ENSAB IV reporta hallazgos similares
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(62,53%), de acuerdo al grupo etéreo prevalente en ésta investigacion. Un mayor
porcentaje de individuos con periodontitis crénica severa en poblacion AR reflejé los
hallazgos reportados por Mercado et al., [69] quienes encontraron mayor porcentaje de
bolsas profundas en sujetos AR. Los reportes de mayor severidad de enfermedad
periodontal en poblaciébn AR pueden estar representados por una falta de regulaciéon de
vias moleculares en la respuesta inflamatoria en ambas enfermedades; no obstante el
reporte de estos hallazgos, deben ser confirmados en un grupo poblacional mayor, ya que
por el tamafo de muestra la diferenciacién de enfermedad periodontal entre los grupos AR

y sanos no obtuvo significacion estadistica. [69]

Nuestros hallazgos demostraron una significativamente mayor proporcién de Pg en surco
gingival en individuos sin AR, incluso en presencia de enfermedad periodontal. En ésta
investigacion se incluyeron pacientes con artritis reumatoide temprana y establecida; y no
fueron excluidos sujetos quienes estuvieran medicados para la enfermedad. La
administracién sistémica de corticos esteroides, drogas anti-reumaticas modificadoras,
drogas anti-inflamatorias no esteroideas y antagonistas del factor de necrosis tumoral, se
han visto asociados con reduccion de inflamacién y destruccién de tejidos periodontales, el
suministro de éstos farmacos ademas ha sido asociado con bajo riesgo relativo para
desarrollar periodontitis. [70] Elkhouli AM et al. (citado por Persson en 2012) [71], valoraron
los efectos del tratamiento anti TNF demostrando beneficios clinicos con relacion a
condiciones periodontales. No se encuentran estudios confirmatorios acerca de la
susceptibilidad de Pg ante DMARDS; se considera entonces necesario, realizar estudios
especificos para la determinacién de ésta posible relacion, los resultados de este estudio
sugieren la posible vulnerabilidad de la bacteria ante las diversas terapias farmacolédgicas

usadas para el control de AR.

La falta de relacion observada de Pg en surco gingival con IgG1 anti Pg se explica, por el
posible efecto de los medicamentos modificadores de la enfermedad, y, adicionalmente a
la susceptibilidad de variacién de microbiota subgingival frente a agentes externos, tales
como adecuados habitos de higiene oral o el control de placa supragingival. Pearlin Kho et
al.(Citado por Godoy et al. 2010) [72] demostraron reduccién de indices de
microorganismos subgingivales a los 7, 21, y 49 dias de removida la placa supragingival.
Asi mismo, Loss B. et al. (1988) (Citado por Godoy et al. 2010) [72] analizaron los efectos

de los cuidados de la higiene oral medidos bajo parametros clinicos y microbiolégicos sobre

88



la enfermedad periodontal, en pacientes con periodontitis cronica severa, los resultados
indicaron que se observdO una reduccion significativa en todos los parametros
microbiol6gicos a la semana de eliminada la placa bacteriana supragingival. Godoy et al.
[72] demostraron la disminucion de microbiota total cultivable y especificamente de
Porphyromonas gingivalis posterior al detartraje supragingival, en mayor medida con el
paso del tiempo, encontrando valores mas bajos de la bacteria en el Gltimo control (21 dias
después de eliminada la placa supragingival). Es asi, como pese a que en este estudio, se
tuvo en cuenta como criterio de inclusién el que los sujetos no hubiesen recibido tratamiento
supra ni subgingival tres meses anteriores a la toma de las muestras, los microorganismos
subgingivales pueden tener altas posibilidades de variacién ante agentes externos, lo cual
en parte explica la no asociacion de la presencia de la bacteria en el surco con la presencia

de anticuerpos contra la misma.

Anticuerpos IgG1 anti Pg entre AR y Sanos

De las subclases de anticuerpos IgG, IgG1 cuenta para la mayor proporcién en el suero de
adultos (43-75% de anticuerpos IgG), [73] y es estimulado generalmente por antigenos
proteinicos. [74] Taubman et al. [75] encontraron los niveles de anticuerpos a especies

subgingivales en niveles relativamente consistentes en el suero hasta por 5 afios.

Con respecto a los anticuerpos anti Pg, nosotros, al igual que Lamster et al. 1998 [76],
encontramos anticuerpos anti Pg tanto en poblaciéon periodontalmente sana como en
poblacion con enfermedad periodontal. Asi mismo, Quirke et al. 2014 [30] observaron que
anticuerpos a gingipainas de arginina (especificas a Pg) eran de comun ocurrencia en
pacientes con enfermedad periodontal y en controles sanos, afirmando entonces que la
infeccion por porphyromonas gingivalis es comun en la poblacion. [30] En el actual estudio,
no se observaron diferencias con significacion estadistica entre los anticuerpos IgG1 anti
Pg entre poblacién AR y sin AR, sin embargo, se observé un valor mayor de la mediana de
los anticuerpos IgG1l anti Pg en  poblacién sin AR con respecto a poblacion AR,
coincidiendo con mayor proporcién de enfermedad periodontal y positividad Pg en placa
subgingival en los individuos sin AR de éste estudio; la relaciébn de mayores titulos de

anticuerpos 1gG contra antigenos Pg en pacientes con enfermedad periodontal ha sido
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reportada en la literatura [77] [78] [79]. Mikuls et al., [16] determinaron la presencia de
anticuerpos anti Pg en individuos con enfermedad periodontal (determinada en la presencia
de al menos dos bolsas periodontales = a 5 mm y pérdida ésea alveolar desde radiografias
de aleta de mordida), sanos y con AR encontrando mayores titulaciones de anticuerpos anti
Pg en individuos con enfermedad periodontal, confirmando los hallazgos del actual estudio;
reportaron ademas mayores titulos de anticuerpos anti Pg en individuos AR gque en sanos;
sin embargo en el estudio de Mikuls no se conocia el estado periodontal de los individuos
ARy los individuos sanos fueron incluidos asumiendo ausencia de enfermedad periodontal
por auto reporte de no medicacién con tetraciclinas en los ultimos seis meses, por lo cual
no existié exactitud en la medicion del estado periodontal en la poblacién AR y sanos. De
manera contraria a lo reportado en nuestra investigacion, Arvikar et al. 2013 [9] observaron
mayores y mas elevadas respuestas de anticuerpos IgG1l anti Pg en pacientes AR; el
estudio de Arvikar, sin embargo, clasifico la poblacion sana teniendo en cuenta ausencia
de enfermedad periodontal auto reportada, razén por la cual pudieron encontrarse menores
titulos de anticuerpos contra la bacteria en individuos sanos; careciendo ademas de

parametros validos para la asignacion de enfermedad periodontal.

Para el estudio de la relacién de anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis con artritis
reumatoide, el analisis de la enzima Pg responsable de los procesos de citrulinacion (PPAD)
podria constituirse como en un método mas especifico. Quirke et al. en el 2014 [30]
realizaron ensayos midiendo anticuerpos contra PPAD y encontraron niveles elevados en
AR comparativamente con controles y aun con poblacién con enfermedad periodontal; la
reaccion se atribuyé principalmente a la autocitrulinaciéon que desarrolla la PPAD, los
anticuerpos generados a ésta enzima podrian perpetuar la respuesta inmune a través del
esparcimiento del epitope, por reactividad cruzada con proteinas humanas citrulinadas y
ser ademas un antigeno bacteriano que se constituya en un agente incitador; [30] el analisis
de anticuerpos contra PPAD podria ser un referente adecuado para estudiar la posible

relacion de Pg con la respuesta inmune en artritis reumatoide.
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Anticuerpos anti péptido citrulinado y anticuerpos anti Porphyromonas

gingivalis.

La porphyromonas gingivalis ha sido el Unico organismo procariético relacionado con
mecanismos de citrulinacion por la presencia de PAD; [17] siendo la formacion de
anticuerpos contra péptidos citrulinados una respuesta especifica de la artritis reumatoide,
[42] la accion de citrulinacion de la bacteria relacionada con AR es mediada por la presencia
de los péptidos citrulinados. En este estudio no se observo correlacion entre la totalidad
de anticuerpos anti Pg y anti CCP. El estudio de Seror et al [79], realizado en una cohorte
de poblacién francesa compuesta por 813 pacientes con AR temprana, tampoco encontré
relacién entre los titulos de ambos anticuerpos; en éste estudio, sin embargo, se midieron
titulos de anticuerpos contra lipopolisacarido de Pg y no se excluyd el habito de fumar,
condiciones diferentes al actual estudio. Investigadores como Mikuls et al. y Arvikar et al.,
[16] [9] reportaron asociacidn entre anticuerpos contra péptidos citrulinados y anticuerpos
contra Pg; sin embargo, éstos estudios no excluyeron el habito de fumar. La asociacién
entre anti Pg y anti CCP esté influenciada por la citrulinacion producida por el cigarrillo, por
una respuesta inmune humoral contra Pg alterada por el habito, y adicionalmente por una
tension de oxigeno disminuida en el ambiente subgingival, caracteristica de pacientes
fumadores, con aumento en la flora anaerobia dentro de la bolsa gingival. [80] Zeller et al.
[81] y Arvikar et al. [9] demostraron que los titulos totales de IgG anti Pg en pacientes
fumadores disminuyen. Esta reaccion podria deberse a la inhibicion de respuestas de
anticuerpos dependientes e independientes de células T y a la supresion de la respuesta
inflamatoria normal influenciando negativamente la presentacion de antigenos como Pg.
[81]. La supresion de IgG anti Pg inducida por el tabaco promueve la superviviencia de la
bacteria contribuyendo potencialmente a un incremento en la susceptibilidad frente a los
mecanismos de virulencia relacionados con el microorganismo. [81] Una mayor infeccién
por Pg en fumadores ayuda a explicar las diferentes respuestas de anticuerpos,
potencializando ademas las eventuales caracteristicas de citrulinacion, no solo a partir del

hébito, también las generadas por la bacteria, pues el papel de la Pg en el proceso de

citrulinacion, ha sido ampliamente comprobado desde diversas investigaciones. [8] [16] [6]

[30]
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Otra de las posibles causas por las cuales existié ausencia de relacion en éste estudio entre
los anticuerpos anti Pg y anti CCP es que no obtuvimos datos de anticuerpos anti CCP
contra los diferentes blancos relacionados con proteinas citrulinadas; los resultados de ésta
investigacion se obtuvieron incluyendo la totalidad de péptidos citrulinados; existiendo un
76% de poblacién positiva para anticuerpos anti CCP. Pese a que pacientes con el habito
de fumar fueron excluidos del estudio; éstas observaciones demuestran la variabilidad en
las condiciones que disparan la ocurrencia de la citrulinacién, en individuos susceptibles
generando anti CCP, en este caso, independientes del cigarrillo, con influencia de los
multiples factores relacionados con inflamacion, involucrados en los procesos de
citrulinacion. La necesidad de estudiar péptidos citrulinados especificos obedece a que la
Porphyromonas gingivalis se ha visto asociada con citrulinacion de solo algunas proteinas.
Wegner et al [8]. encontraron capacidad de la bacteria para citrulinacion de fibrindgeno
humano y enolasa: [8] Con respecto al epitopo inmunodominante de la a-enolasa humana
(péptido-1-enolasa citrulinado o CEP-1), de Smit et al. en el 2008 [17], refirieron que en
AR éste epitopo (aminoacidos 5-21) muestra 82% de similitud en la secuencia con CEP-1
de Pg, los aminoacidos 13-21 son 100% idénticos y anticuerpos purificados para afinidad
a CEP-1 humano tienen reaccion cruzada con CEP-1 de Pg; [17] existiendo entonces una

especial relacion de la porphyromonas gingivalis con a-enolasa.

Una relacion mas especifica para analizar la relacion de Porphyromonas gingivalis con
péptidos citrulinados, ademas podria ser medida detectando anticuerpos contra la PPAD
(peptidil arginina deiminasa especifica a Pg), mas que contra la misma Pg. De manera
interesante, en el estudio realizado por Quirke A. et al. [30] en 2014, se encontr6 que los
niveles anti PPAD fueron significativamente elevados en AR, comparados con controles y
aun con respecto a individuos con EP. [30] Adicionalmente, el estudio desde la especificidad
mediada por la PPAD en los tejidos periodontales se hace relevante debido a que en el
periodonto actian otras enzimas PAD humanas como la PAD 2, segun fue reportado por
Nessew et al. (2009), (nombrado por Smith et al. [17]).

En el actual estudio, se incluyeron pacientes sanos y con AR independiente de su estado
periodontal, con la premisa de presencia de reportes anteriores de titulos anti Pg
observados aun en poblacion periodontalmente sana [16] , hallazgo confirmado en ésta
investigacion. No obstante, los efectos de citrulinacion estan involucrados con inflamacion
tisular, caracteristica de la enfermedad periodontal. Asi mismo, la expresion del complejo
mayor de histocompatibilidad también depende de la presencia de diversas citoquinas
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relacionadas con mecanismos inflamatorios [82]. Es asi, como el efecto de citrulinacién por
Porphyromonas gingivalis y, la activacion del HLA estarian desarrollandose en tejidos
periodontalmente afectados, situacion que tendria otro efecto sobre la posible generacion
de anticuerpos anti CCP, que no pudo ser determinado por el disefio realizado en ésta

investigacion.

Epitopo compartido y anticuerpos anti Porphyromonas gingivalis

La falta de relacién de los anticuerpos IgG1 anti Pg con el grupo de alelos portadores del
epitopo compartido fue determinada por medio del método clasico de Gregersen; y
confirmada por el método de clasificacion de Vries, apropiados en la diferenciaciéon entre
poblacion AR y Sana con respecto a los alelos HLA DRB1 en éste estudio, observando
tanto sujetos sanos como con artritis reumatoide positivos para SE+, con altas titulaciones
IgG1 anti Pg.

Hltchon et al., [10] en su estudio en individuos Norte Americanos con AR y sus familiares,
tampoco encontraron relacion entre los anticuerpos anti Pg y el epitopo compartido; la falta
de asociacion entre SE y anticuerpos anti Pg fue corroborada en un estudio reciente
realizado por Seror et al. en 2015 [79] en una extensa cohorte de individuos franceses con
AR temprana; ambos estudios realizaron el analisis con anticuerpos IgG contra LPS de
Porphyromonas gingivalis, en el estudio actual obtuvimos anticuerpos IgG1 contra extracto
total de Pg. Actualmente no se encuentra en la literatura algun estudio que compruebe la

relacién de epitopo compartido con anticuerpos anti Pg.

Debido a que se ha observado ubicuidad con respecto a los anticuerpos anti Pg, en
poblacién con y sin enfermedad periodontal, asi como en poblacion AR y sin AR, tanto en
éste estudio, como en otras investigaciones, [30] [76] la relacién entre epitopo compartido
y Porphyromonas gingivalis, podria ser analizada teniendo en cuenta otros determinantes
biologicos relacionados con la bacteria, como péptidos citrulinados por Pg y/o la PPAD,
siendo la autocitrulinacién que desarrolla la enzima el posible agente incitador relacionado

con artritis reumatoide.
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Alelos HLA DRB1 individuales comparados con titulos anti Pg y anti
CCP (Discusion de datos reportados en Anexo A)

Este y otros estudios [10] [79] han sido realizados con el objetivo principal de observar la
relacion de Porphyromonas gingivalis con epitopo compartido; sin embargo, no ha existido
un enfoque mas especifico donde se pueda probar la hipétesis acerca de la posible
predisposicion individual de los diversos alelos HLA DRB1 relacionados con citrulinacion
desde Pg. Con respecto a otras variables ambientales, ésta metodologia fue aplicada y
exitosamente comprobada en el 2007 por van der Helm-van Mil AH et al., [83] quienes
encontraron los diferentes subtipos SE difiriendo significativamente en la predisposicion a
anticuerpos anti CCP dependiendo de la interaccion con el cigarrillo. Estos autores,
reportaron que el habito de fumar en presencia de alelos DR1 y DR10 tuvo un fuerte efecto
sobre el nivel de anticuerpos anti CCP comparado con la presencia de alelos DR4. [83] De
manera similar en éste estudio se encontraron algunos alelos relacionados con anti CCP y
anti Pg cuando fueron examinados de manera individual. Existi6, sin embargo, la limitante
de la ausencia de relacién global entre los anticuerpos anti Pg y anti CCP, por lo cual se
disminuy6 la posibilidad de relacionar de una manera precisa ambas variables,
entendiendo entonces que el resultado de anticuerpos anti CCP reportados en éste estudio
fue el producto de todos los procesos de citrulinacion, y que los resultados que se discuten
a continuacion requieren ser evaluados en un grupo poblacional mayor, identificando

anticuerpos anti CCP especificos a la bacteria.

Alelos 14:02 y 11:04 relacionados con AR anti CCP+

Dentro del grupo SE+; el alelo 14:02 fue prevalente en poblacién AR del actual estudio y
presento titulaciones IgG1 anti Pg y anti CCP+, mientras la poblacion sana portadora del
alelo fue negativa para titulaciones contra la bacteria. El alelo 14:02 porta el epitopo
compartido y es caracteristico de AR en diversos grupos poblacionales, [25] [22] [54] asi
mismo lo reporta el estudio de Williams et al., [84] en indios Pima, quienes tienen una alta
prevalencia de AR; siendo éste alelo parte del haplotipo mas comun hallado en su
investigacion. En el actual estudio, el Unico sujeto AR con el alelo 14:02, positivo para
anticuerpos anti Pg que present6 titulos negativos para anticuerpos anti CCP port6 el
genotipo 14:02/15:01. Dentro del grupo AR con el alelo que presenté titulaciones negativas
para Pg existio otro individuo con el mismo genotipo, y tuvo titulos positivos anti CCP. La

relacion especifica de los genotipos relacionados con el alelo 15:01 se discute a profundidad
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en el siguiente apartado. Pese a que, en ésta investigacion, segun los hallazgos reportados,
no sea posible determinar la posible relacion del alelo 14:02 con anticuerpos anti CCP y
Porphyromonas gingivalis, se abre una nueva hipotesis, en la cual éste alelo podria estar
relacionado con la presentacion de péptidos citrulinados especificos a Porphyromonas
gingivalis y no a otros péptidos citrulinados.

El alelo 11:04 SE- de acuerdo a la clasificacion clasica, estuvo relacionado con presencia
de titulos IgG1 anti Pg, y anticuerpos anti CCP, siendo los pacientes sanos portadores del
alelo negativos para anticuerpos contra la bacteria. Los alelos 11:04 y 14:02,
representativos de poblacion AR con titulaciones anti Pg y anti CCP, compartieron una
caracteristica comun: aminoacidos SSRA en las posiciones 11, 13, 71y 74 de la molécula
HLA DR B1, consideradas de importancia en el bolsillo P4 [26] [85]. No obstante, el alelo
11:01, comparte la misma secuencia de amino4cidos en las posiciones mencionadas,
existiendo mayor proporcion de poblacién sana con altas titulaciones contra la bacteria, por

lo cual la posible hip6tesis de relacién de estas regiones con anti Pg y anti CCP se invalida.

Los alelos 11:04 y 11:01 expresados, tienen un porcentaje de similitud en la secuencia de
aminodacidos del 99%; sin embargo, entre ellos varia la region 86 HLA DRB1(En 11:01 es
G,yen11:04 es V). Newton-Nash et al. y Demotz et al. (mencionados por Alvarez et al.
En 2008) [86] afirmaron que la posicion DRB86 influye en la especificidad P1, Gao et al.
[87] encontraron glicina en DRB86 relacionada con AR, y valina en DRB86 menos
correspondiente con la enfermedad. [87] De manera interesante, los alelos HLA DR11
fueron relacionados con un pobre estado funcional en pacientes AR en poblacion turca,
segun el estudio de Sariyildiz et al. en el 2013 [88] quienes ademas relacionaron HLA DR11
con altos niveles de anticuerpos anti vimentina citrulinada; adicionalmente, el alelo 11:04
fue un marcador para susceptibilidad en artritis reumatoide juvenil en poblacién colombiana.
[89] Este grupo de alelos, sin embargo, han sido relacionados con efecto neutral por de
Vries et al. [25]; observando como la categorizacion alélica neutral tuvo alta significacion

estadistica en esta poblacién, diferenciando poblacion AR de poblacion sana.

Otra caracteristica comun entre los alelos 11:04 y 14:02, es que comparten el haplotipo
HLA DQ7.[90] Polimorfismos en el locus HLA DQ han sido asociados con AR en poblacion
Caucésica, Norte Americana y China. [91]. Pese a que la mayoria de estudios confieren la

predisposicion a Artritis Reumatoide con la presencia de alelos HLA DR, especialmente
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HLA DR1, DR4 y DR10, varios estudios explican el modelo en el cual los alelos DQ estan
ligados a éstos alelos DR, observando como DQ5, DQ7 y DQ8 predisponen a la
enfermedad. [66] De manera interesante, Vasallo et al. en el 2014 [65] realizaron un estudio
para determinar la interaccion del humo del cigarrillo con factores de riesgo genéticos en la
induccién de AR, para lo cual utilizaron ratones transgénicos con genes susceptibles a AR
DR4 y DQ8, pero carentes de moléculas clase Il murinas enddgenas; en este estudio se
observé de manera interesante como las moléculas DQ pueden presentar péptidos
citrulinados de manera mucho mas eficiente con respecto a péptidos nativos; y demostraron
gue la exposicion crénica al humo del cigarrillo suprimio la presencia de AR en ratones DR4,
mientras aumenté la enfermedad en ratones DQ8, hallazgo sustentado por el aumento en
la respuesta adaptativa de la célula T especifica al antigeno, demostrando asi que AR
seropositiva podria estar asociada a una base genética relacionada con DQ8. [65] Una
posible relacion de presentacion de péptidos citrulinados relacionados a Pg estudiando HLA

DQ no debe ser descartada.

Efecto protector de alelos 15:01y 12:01

En éste estudio, el Unico sujeto AR con el alelo 14:02, positivo para anticuerpos anti Pg que
presento titulos negativos para anticuerpos anti CCP porté el genotipo 14:02/15:01. Asi
mismo, en el analisis de la relacién del alelo 15:01 se observo que cuando hizo parte del
genotipo acompafiando alelos relacionados con riesgo para AR (04:04 y 01:02),
presentando altos titulos contra Pg, fueron individuos sin AR. Los dos sujetos que portaron
el alelo 15:01 con titulaciones negativas para Pg acomparfiando los alelos 14:02 y 04:04,
tuvieron titulos anti CCP positivos. De manera interesante, con respecto al alelo 12:01,
relacionado con proteccion, [25] [24] ocurrié una condicién similar, con un individuo sano
portador del genotipo HLA DRB1 12:01/04:04; quien tuvo altos titulos de anticuerpos anti
Pg, observando otro sujeto, con el mismo genotipo con titulaciones negativas para Pg y
titulaciones positivas anti CCP. La baja poblacion para estos alelos impidio realizar un mejor
andlisis de su posible relacion con titulaciones anti Pg y anti CCP; no obstante, estos
hallazgos abren la posibilidad de investigar estos genotipos con potencial proteccion hacia
péptidos citrulinados por Pg, de manera diferencial con respecto a otros péptidos
citrulinados. Los tres alelos de riesgo relacionados con posible proteccion por el
acompafiamiento de los alelos 15:01 y 12:01 contra péptidos citrulinados por Pg tuvieron la

misma secuencia de aminoacidos en las regiones 70 a 74 (QRRAA). De Vries et al. [25]

96



relacionaron ambos alelos con efectos protectores significativos, atribuidos a la presencia
de isoleucina en la posiciéon 67 HLA DRB1. La hipotesis de un efecto protector del alelo
15:01 frente a Pg se ve truncada, no obstante, por la presencia de altas titulaciones anti Pg
en un individuo AR quien tuvo anti CCP+ y el genotipo 11:04/15:01. Una relacién precisa
de los diversos alelos con anticuerpos anti Pg y anticuerpos anti CCP podria ser
determinada en un estudio de asociacién, analizando péptidos citrulinados especificos a
Pg.

Alelos 03:01, 01:03 y 13:02 relacionados con poblacidn sana

Dentro de los alelos relacionados con poblacion sana, existié en el actual estudio mayor
frecuencia del alelo 03:01, con respecto a poblaciéon AR [AR vs. Sanos (3:6)]. El analisis de
éste alelo con respecto a proteccion fue discutido en capitulos anteriores; en éste estudio,
tuvo una mayor representacion en individuos sanos con altas titulaciones contra Pg; asi
mismo, el Unico individuo AR que presento titulaciones contra la bacteria fue anti CCP-; no
obstante, dos individuos AR con el alelo presentaron titulos anti CCP, siendo ellos negativos
para anticuerpos anti Pg. El efecto protector de éste alelo frente a la produccion de anti
CCP no fue observado; sin embargo, siendo los dos individuos AR que presentaron los
anticuerpos anti CCP, negativos para IgG1 anti Pg, se abre entonces la posibilidad para
analizar potenciales condiciones de proteccién frente a ciertos péptidos citrulinados. El
alelo 01:03 relacionado con proteccion [24] [25] tuvo un comportamiento similar en este
estudio; éste alelo en especial tuvo una baja frecuencia, existiendo de nuevo la necesidad

de estudiar éstas hipoétesis en grupos poblacionales mayores con especificidad hacia Pg.

El grupo de menor riesgo segun Raychaudhuri et al. “1” comprende los alelos 11:02, 11:03,
13:01y 13:02 [OR=0,59(0,51-0,68)] los cuales comparten los amino&cidos SSEA ubicados
en posiciones 11, 13, 71y 74. [26] Existio en esta categoria poblacion sana y con AR con
altas titulaciones de anticuerpos IgG1 anti Pg,(datos no mostrados) por lo cual el efecto
neto de éstas posiciones de aminoacidos no fue relacionado con AR o con sanos. Los
alelos correspondientes al grupo 1 estan bajo la minima categoria de riesgo para todas las
clasificaciones HLA DRB1; excepto de Vries quien categoriza el alelo 11:03 como neutral;
dentro de ésta poblacién, sin embargo, no existieron individuos portadores de este alelo.

En éste estudio, se observo exclusividad del alelo 13:02 en poblacion sana (5:0), ademas
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con altos titulos de anticuerpos anti Pg. El alelo 13:02, particularmente fue encontrado por
Alvarez et al. [86] con mayor capacidad para ligar péptidos relacionados con AR, similar al
alelo HLA DR10 (considerado de riesgo para la enfermedad) con respecto a otros alelos
relacionados con proteccion; segun su estudio, unié mas del 20% de péptidos. Aun asi, el
efecto protector del alelo 13:02 ha sido confirmado en varios estudios, como el de Gibert et
al. 2003; [58] éste efecto protector se confirmd para un paciente del actual estudio quien
fue portador de los alelos 13:02 y 10:01 y no fue positivo para AR; present6 ademas altas
titulaciones de anticuerpos contra Pg (800). Un estudio poblacional mayor podria confirmar
la relacion observada en éste estudio del alelo 13:02 frente a Pg; en el actual no existieron

sujetos AR para el andlisis.

Conclusiones

= Desde los actuales resultados no fue posible hallar una relacion entre el epitopo
compartido con anticuerpos IgG1 anti Porphyromonas gingivalis; comprobando lo
reportado en la literatura hasta la actualidad. Debido a que se ha observado
ubicuidad con respecto a los anticuerpos anti Pg, en poblacién con y sin enfermedad
periodontal, asi como en poblacién AR y sin AR, tanto en éste estudio, como en
otras investigaciones, la relaciobn entre epitopo compartido y Porphyromonas
gingivalis, podria ser analizada teniendo en cuenta otros determinantes bioldgicos
relacionados con la bacteria, como péptidos citrulinados por Pg y/o la PPAD, siendo
la autocitrulinacién que desarrolla la enzima el posible agente incitador relacionado
con artritis reumatoide.

= Los métodos Gregerseny de Vries fueron adecuados para la caracterizacion de AR
en esta poblacién, encontrando correspondencia segun de Vries, al categorizar los
alelos HLA DRB1 como susceptibles, neutrales y protectores. La clasificacion
clasica de epitopo compartido (Gregersen) fue efectiva, sencilla y altamente
significativa en la diferenciacion entre AR y sanos en la poblacion colombiana de
éste estudio. Los métodos de Mattey, Raychaudhuri y Tezenas du Montcel no
fueron adecuados para diferenciar poblacion AR y sana en la actual investigacion;

demostrando que sistemas de clasificacion de SE alternativos pueden no ser
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universalmente aplicados; sin embargo, ellos pueden aun ser utiles en algunos
contextos y en poblaciones especificas una vez hayan sido validados.

Los alelos HLA DRB1 14:02, 04:04 y 10:01 fueron caracteristicos de poblacion AR,
en poblacién sana fueron prevalentes los alelos 03:01, 07:01, 13:02, 01:02 y los
alelos 04:07 y 16:02 tuvieron frecuencias similares en ambas poblaciones. El alelo
01:02 en poblaciéon sana no estuvo relacionado dentro del genotipo con otro alelo
SE+. Se encontraron variaciones en los alelos HLA DRB1 relacionados con AR en
éste estudio, con respecto a los reportes desde otros grupos étnicos. Pese a la
existencia de algunos estudios en poblaciones afines, se hace necesario fomentar
investigaciones a gran escala para evaluar alelos de susceptibilidad en poblaciones
mestizas como América Latina, y asi realizar modelos farmacogenéticos adecuados
a estas poblaciones con mayor prediccion de respuestas a tratamientos, ya que el
referente en investigaciones existe en caucasicos.

En éste estudio se observo relacion de algunos alelos HLA DR con anticuerpos anti
CCP y anticuerpos anti Pg, encontrando los alelos 14:02 y 11:04 con mayor
frecuencia en individuos AR anti CCP+, los alelos 13:02, 03:01 y 01:03 en individuos
sanosy los alelos 04:07, y 16:02 con efecto neutral; los alelos 15:01 y 12:01 tuvieron
tendencia de efecto protector frente a la presencia de anticuerpos anti Pg cuando
se relacionaron con los alelos 14:02, 04:04 y 01:02.

Artritis  Reumatoide y Enfermedad Periodontal han sido clasificadas como
enfermedades multifactoriales, en las cuales varios genes interactian con diversos
factores ambientales. Los genotipos relacionados con epitopo compartido HLA
DRB1 pudieron ser determinados con precision; en este caso con tecnologia
liminex. Sin embargo, la medicién del factor ambiental, como ocurre en la mayoria
de estudios de asociacion, se dificulté. Para el caso de Porphyromonas gingivalis,
detectada desde anticuerpos contra la bacteria y la presencia de la misma en surco
gingival tuvo limitaciones, debido a la influencia de factores externos sobre Pg,
principalmente relacionados con hébitos de higiene oral y medicacion relacionada

con artritis reumatoide.
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Aportes para estudios futuros de relaciones genéticas entre Artritis

Reumatoide, Enfermedad Periodontal y/o Porphyromonas gingivalis.

Debido a que la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad depende de
la presencia de diversas citoquinas relacionadas a procesos inflamatorios, en este
caso, tejidos periodontalmente afectados, y a que el efecto de citrulinacion por
Porphyromonas gingivalis estaria desarrollandose asociado a inflamacién tisular en
tejidos periodontales, para estudiar la citrulinaciéon desde Porphyromonas gingivalis
se considera necesario incluir individuos con enfermedad periodontal.

Analizar genes ligados al complejo HLA DR (HLA DQ) y su posible relacion frente a
péptidos citrulinados por Pg.

Teniendo en cuenta la ubicuidad de la infeccién por Pg en la poblacion general, en
futuras investigaciones se recomienda la mediciébn de anticuerpos contra PPAD
(enzima responsable de los procesos de citrulinacién atribuidos a Pg) y/o
anticuerpos citrulinados por Pg, relacionando de manera especifica la actividad de
la bacteria concerniente a AR.

Llevar a cabo estudios in vitro para determinar la interaccion del tabaquismo con la
posible potencializacién de la citrulinacion desde Pg

Establecer campafias para promocién y prevencién de salud gingival y periodontal,
teniendo en cuenta la posible relacion de Pg con AR.

En estudios posteriores, usar la técnica liminex con kit HLA DRB e RES (enhancer)
para la obtencion de alelos HLA DR, con mayor especificidad y sensibilidad, por
poseer mas perlas para la hibridacion.

Desarrollar investigaciones para observar relaciones de DMARDS con bacterias
periodontopaticas y procesos inmunes relacionados con EP, para establecer otras
potenciales relaciones entre EP y AR, con posibilidades terapéuticas para ambas
enfermedades.

Realizar estudios de medicion de PAD humana y PPAD en individuos afectados
periodontalmente, comparandolas con anti CCP y asi comparar la citrulinacion

desde una u otra enzima.
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Planteamiento de nuevas preguntas de investigacion

1. La hipétesis acerca de una posible predisposicion individual hacia AR de los
diversos alelos HLA DRB1, ha sido evidenciada con el habito de fumar y se
constituye en un modelo a ser estudiado con la bacteria. Desde esta
perspectiva, en éste estudio se observo relacion de algunos alelos HLA DR con
anticuerpos anti CCP y anticuerpos anti Pg, encontrando los alelos 14:02y 11:04
con mayor frecuencia en individuos AR anti CCP+, los alelos 13:02, 03:01 y
01:03 en individuos sanos y los alelos 04:07, y 16:02 con efecto neutral; los
alelos 15:01 y 12:01 tuvieron tendencia de efecto protector frente a la presencia
de anticuerpos anti Pg cuando se relacionaron con los alelos 14:02, 04:04 y
01:02.

Pregunta 1: ¢ Existe relacién diferencial entre alelos HLA DRB1 individuales con
péptidos citrulinados por Porphyromonas gingivalis en Artritis Reumatoide?

2. Pese a que la mayoria de estudios confieren la predisposicibn a Artritis
Reumatoide con la presencia de alelos HLA DR, algunas investigaciones
explican el modelo en el cual los alelos DQ estan ligados a éstos alelos DR.
Segun las observaciones de éste estudio, los alelos 14:02 y 11:.04 se
relacionaron con anticuerpos anti Pg y mayor frecuencia en individuos AR anti
CCP+, compartiendo éstos alelos el haplotipo HLA DQ7
Pregunta 2: ¢Existe relacién entre péptidos citrulinados por Porphyromonas
gingivalis y los alelos HLA DQ?

Se sugiere analizar éstas hipoétesis desde un estudio de asociacidon, en

poblacién AR no medicada, teniendo en cuenta determinantes especificos

para Pg (péptidos citrulinados por Pg y/o la PPAD).
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ANEXO A: Analisis comparativo de la frecuencia de alelos HLA DR1
en individuos Anti CCP+y sanos con titulaciones de anticuerpos anti

Pg mayores o iguales a 100

Se realizaron analisis comparativos para ver el posible efecto individual de alelos HLA
DRBL1 entre el grupo anti CCP+ (exclusivo para AR) e individuos sanos, con titulaciones
de anticuerpos anti Pg de 100 o mas. La diferenciacion entre ambos grupos tuvo
tendencia a la significacion (p=0,06), con una frecuencia baja de individuos para los
alelos observados de forma individual. El andlisis, sin embargo, arrojé caracteristicas
diferenciales entre los grupos. En poblacién sana existieron distintivamente los alelos
03:01 (5 alelos individuos sanos, 0 alelos individuos AR), 13:02 (5 alelos individuos
sanos, 0 alelos individuos AR) 01:02 (4 alelos individuos sanos, 0 alelos individuos AR),
12:01 (2 alelos individuos sanos, 0 alelos individuos AR) y 01:03 (2 alelos individuos
sanos, 0 alelos individuos AR). Los alelos que caracterizaron la poblacion AR anti
CCP+, fueron el 14:02 (4 alelos individuos AR, 0 alelos individuos sanos) y el 11:04 (2
alelos individuos AR, 0 alelos individuos sanos), los alelos 04:07 (7 alelos individuos
sanos, 7 alelos individuos AR), y 16:02 (3 alelos individuos AR, 3 alelos individuos
sanos) tuvieron tendencia neutral, presentando la misma frecuencia de alelos sanos y
AR anti CCP+ con titulaciones anti Pg de 100 o més. (Ver figura 1)
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Figura 1 Alelos Individuos AR Anti CCP+ [(SE+) + (SE-)] vs. individuos sanos

titulaciones IgG1 anti Pg mayores o iguales a 100
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Sanos n=31 [62 alelos (2 ambiguos), total 60 alelos]. AR anti CCP+ n=19 [38 alelos (1 ambiguo), total 37
alelos](p=0,06)

Para confirmar los anteriores hallazgos con respecto a posibles alelos HLA DRB1
relacionados con citrulinacién y anticuerpos anti Pg, adicionalmente se realizaron
andlisis comparativos del posible efecto individual de alelos HLA DRB1 entre el grupo
AR anti CCP+ y anti CCP-, con titulaciones de anticuerpos anti Pg de 100 o mas (Ver
figura 2). La diferenciacién entre ambos grupos fue estadisticamente significativa
(p=0,02), El alelo 03:01, distintivo de poblacion sana, (Figura 2) fue exclusivo del grupo
AR anti CCP-. Para éste andlisis comparativo no existieron individuos AR con los alelos
13:02, 01:02 y 01:03 (no existi6 poblacibn AR con titulos contra Porphyromonas
gingivalis relacionada con estos alelos). El alelo 14:02, caracteristico de poblacion AR
anti CCP+, tuvo un individuo AR anti CCP-y el alelo 11:04 solo tuvo individuos AR anti
CCP+. Los alelos 04:07 y 16:02 para éste analisis tuvieron mayor representacion en el

grupo anti CCP+ (Ver figuras 1y 2).
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Figura 2 Alelos Individuos AR Anti CCP+ [(SE+) + (SE-)] vs. individuos AR Anti CCP- [(SE+)

+ (SE-)] titulaciones IgG1 anti Pg mayores o iguales a 100
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AR anti CCP- n=7 [14 alelos]. AR anti CCP+ n=19 [38 alelos (1 ambiguo), total 37 alelos](p=0,02)

Se realizé posteriormente un analisis descriptivo individual de los alelos mas prevalentes
en cada grupo poblacional, teniendo en cuenta la distribucién de las frecuencias en las
titulaciones de anticuerpos anti Pg en sanos y en AR, relacionando los titulos de anticuerpos
anti CCP.

Alelos individuales relacionados con titulos anti Pg y AR anti CCP+
e Alelo 14:02

En el analisis detallado de la relacion del alelo 14:02 con la poblacion de estudio, existieron

cuatro individuos AR con titulos anti Pg, tres de ellos fueron anti CCP+. El sujeto anti Pg+
y anti CCP- tuvo el genotipo 14:02/15:01. De manera interesante, dentro del grupo de
individuos AR anti Pg negativos existié un individuo con éste mismo genotipo, y presento
titulos positivos para anti CCP. Los individuos sanos con el alelo 14:02 sélo tuvieron

titulaciones negativas contra la bacteria. (Ver figura 3 Tabla 1).
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Figura 3 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos AR y Sanos portadores del alelo 14:02
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Tabla 1 Genotipos relacionados al alelo 14:02 en AR y Sanos, anticuerpos anti

Pg y anti CCP
Genotipo HLA DRB1 AR anti Titulos anticuerpos anti Pg Titulos anticuerpos anti CCP
Pg+ (IgG1) (lgG/IgA)
14:02/14:02 400,00 2500,00
14:02/16:02 200,00 78,10
14:02/08:02 6400,00 2500,00
14:02/15:01 400 7,81
Genotipo HLA DRB1 AR anti
Pg-
14:02/09:01 50,00 1445,90
14:02/12:01 50,00 2500,00
14:02/08:02 50,00 2500,00
14:02/15:01 50,00 2500,00
14:02/13:03 50,00 7,81
14:02/08:02 50,00 280,70
Genotipo SANOS
12:01/14:02 50,00 0,00
01:01/14:02 50,00 0,00

Anticuerpos anti Pg y anti CCP Técnica Elisa, datos de anticuerpos tomados de la Base de Datos del Macroproyecto:

“Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos clinicos y microbioldgicos de la enfermedad
periodontal”. Anticuerpos anti Pg negativos: <100,00, Anticuerpos anti CCP negativos: <20,00. Sanos n=2, AR n
Alelos Sanos=2, AR=11 (un individuo homocigoto)

=10.
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*Alelo 15:01, analisis sobre posible efecto protector

Adicional al andlisis descrito con respecto a la relacién del alelo 15:01 con el 14:02, los
individuos portadores de éste alelo con los alelos de riesgo 04:04 y 01:02, quienes
tuvieron altas titulaciones contra Pg, no tuvieron AR; existiendo un sujeto AR
(15:01/04:04) anti CCP+ con titulos negativos para Pg. Asi mismo, un individuo con el
genotipo 11:04/15:01 con titulaciones anti Pg y anti CCP. (Ver figura 4, Tabla 2)

Figura 4 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos y AR portadores del alelo 15:01

ii SANOS

50 100 200 400 1600

OSANOS mEAR

Sanos n=4, AR n=5. Alelos Sanos=4, AR=5.

Tabla 2 Genotipos relacionados al alelo 15:01 en AR y Sanos, anticuerpos anti

Pg y anti CCP
Genotipo HLA DRB1 AR anti Titulos anticuerpos anti Pg Titulos anticuerpos anti CCP
Pg+ (IgG1) (lgG/1gA)
15:01/11:04 200 951,60
15:01/08:02 400 2500
15:01/14:02 400 7,81
Genotipo HLA DRB1 AR anti
Pg-
15:01/04:04 50 265,00
15:01/14:02 50 2500,00
Genotipo SANOS
15:01/04:07 100 0,00
15:01/04:04 1600 0,00
15:01/08:02 50 0,00
15:01/01:02 200 0,00

* Debido a que el alelo 15:01 tuvo una relacion especial con al alelo 14:02, fue analizado con respecto a

otros genotipos y la presencia de los anticuerpos anti Pg y anti CCP.

106



Anticuerpos anti Pg y anti CCP Técnica Elisa. , datos de anticuerpos tomados de la Base de Datos del Macroproyecto:
“Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos clinicos y microbiolégicos de la enfermedad
periodontal”. Anticuerpos anti Pg negativos: <100,00, Anticuerpos anti CCP negativos: <20,00. Sanos n=4, AR n=5.
Alelos Sanos=4, AR=5.

= Alelo 11:04

El alelo 11:04, fue caracteristico de poblacion AR con anti CCP+ y titulaciones IgG1 anti Pg
de 100 o mas, los individuos sanos portadores de éstos alelos fueron negativos para
anticuerpos contra la bacteria. (Ver figura 5, tabla 3).

Figura 5 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos ARy Sanos portadores del alelo 11:04

L A
2
0 @
50 200 400
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Sanos n=2, AR n=2. Alelos Sanos=2, AR=2

Tabla 3 Genotipos relacionados al alelo 11:04 en AR y Sanos, anticuerpos anti

Pg y anti CCP

Genotipo HLA DRB1 AR anti
Pg+

Titulos anticuerpos anti Pg

Titulos anticuerpos anti CCP

(IgG1) (IgGligA)
11:04/15:01 200,00 951,60
11:04/07:01 400,00 2500,00
Genotipo SANOS
11:04/04:07 50,00 0,00
11:04/04:03 50,00 0,00

Anticuerpos anti Pg y anti CCP Técnica Elisa. , datos de anticuerpos tomados de la Base de Datos del Macroproyecto:
“Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos clinicos y microbiolégicos de la enfermedad
periodontal”.  Anticuerpos anti Pg negativos: <100,00, Anticuerpos anti CCP negativos: <20,00. Sanos n=2, AR n=2.

Alelos Sanos=2, AR=2

Alelos individuales relacionados con titulos anti Pg y Sanos

= Alelo 03:01

El alelo 03:01, tuvo gran representacion en poblacion sana con altas titulaciones de

anticuerpos anti Pg, asi mismo, el unico sujeto AR con titulaciones anti Pg fue anti CCP
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negativo. De los tres individuos AR portadores de éste alelo, dos fueron negativos para anti

Pg y tuvieron titulaciones de anticuerpos anti CCP. (Ver figura 3, Tabla 4).

Figura 6 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos ARy Sanos portadores del

alelo 03:01
2
1
0
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CISANOS #AR

AR
SANOS

Sanos n=6, AR n=3. Alelos Sanos=6, AR=3.

Tabla 4 Genotipos relacionados al alelo 03:01 en AR y Sanos, anticuerpos anti

Pg y anti CCP
Genotipo HLA DRB1 AR anti Pg+ Titulos anticuerpos anti Pg (IgG1) Titulos anticuerpos anti CCP (IgG/IgA)
03:01/04:03 400,00 7,81
Genotipo HLA DRB1 AR anti Pg-
03:01/01:03 50 293,40
03:01/04:05 50 530,95
Genotipo SANOS
03:01/16:02 100,00 0,00
03:01/07:01 200,00 0,00
03:01/04:07 400,00 0,00
03:01/01:02 200,00 0,00
03:01/14:01 100,00 0,00
03:01/09:01 50,00 0,00

Anticuerpos anti Pg y anti CCP Técnica Elisa. , datos de anticuerpos tomados de la Base de Datos del Macroproyecto:

“Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos clinicos y microbiolégicos de la enfermedad

periodontal”. Anticuerpos anti Pg negativos: <100,00, Anticuerpos anti CCP negativos: <20,00. Sanos n=6, AR n=3.

Alelos Sanos=6, AR=3
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= Alelo 13:02
El alelo 13:02 fue exclusivo de poblacién sana, y los individuos portadores de éste alelo
tuvieron altas titulaciones de anticuerpos IgG1 anti Pg. (Ver figura 7, Tabla 5).

Figura 7 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos portadores del alelo 13:02
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Sanos n=5, AR n=0. Alelos Sanos=5, AR=0.

Tabla 5 Genotipos relacionados al alelo 13:02 en AR y Sanos, anticuerpos anti

Pg y anti CCP
Genotipo SANOS Titulos anticuerpos anti Pg (IgG1) Titulos anticuerpos anti CCP (IgG/IgA)
01:02/13:02 400,00 0,00
13:02/16:02 200,00 0,00
13:02/08:02 3200,00 0,00
13:02/08:02 200,00 0,00

Anticuerpos anti Pg y anti CCP Técnica Elisa. , datos de anticuerpos tomados de la Base de Datos del Macroproyecto:
“Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos clinicos y microbiol6gicos de la enfermedad
periodontal”.  Anticuerpos anti Pg negativos: <100,00, Anticuerpos anti CCP negativos: <20,00. Sanos n=5, AR n=0.
Alelos Sanos=5, AR=0

= Alelo 01:03
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La poblacion AR portadora del Alelo 01:03 tuvo titulaciones negativas de anticuerpos
IgG1 anti Pg; sin embargo, con titulos positivos anti CCP. Dos de los tres sujetos sanos
gue portaron el alelo tuvieron titulaciones altas de anticuerpos contra la bacteria. (Ver

figura 8, Tabla 6)

Figura 8 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos y AR portadores del alelo
01:03
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Sanos n=3, AR n=2. Alelos Sanos=3, AR=2.

Tabla 6 Genotipos relacionados al alelo 01:03 en AR y Sanos, anticuerpos anti

Pg y anti CCP
Genotipo HLA DRB1 AR anti Pg- Titulos anticuerpos anti Pg (IgG1) Titulos anticuerpos anti CCP (IgG/IgA)
01:03/04:07 50,00 912,70
01:03/03:01 50,00 293,40
Genotipo SANOS
01:03/08:01 50,00 0,00
01:03/11:01 200,00 0,00
01:03/15:02 400,00 0,00

Anticuerpos anti Pg y anti CCP Técnica Elisa. , datos de anticuerpos tomados de la Base de Datos del Macroproyecto:
“Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos clinicos y microbiolégicos de la enfermedad
periodontal”. Anticuerpos anti Pg negativos: <100,00, Anticuerpos anti CCP negativos: <20,00. Sanos n=3, AR n=2.

= Alelo 12:01

Alelos Sanos=3, AR=2

El dnico individuo AR portador del alelo 12:01 (genotipo 12:01/14:02) fue negativo para
titulos anti Pg, y presento titulaciones anti CCP, existié un individuo sano con el mismo
genotipo, con titulos negativos para anticuerpos anti Pg. Un sujeto sano tuvo genotipo

12:01/04:04, con altas titulaciones contra la bacteria. La mayoria de sujetos portadores
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del alelo 12:01 fueron sanos y tuvieron titulaciones heterogéneas de titulos anti Pg. (Ver
figura 9, Tabla 7)

Figura 9 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos y AR portadores del alelo 12:01
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Sanos n=4, AR n=1. Alelos Sanos=4, AR=1.

Tabla 7 Genotipos relacionados al alelo 12:01 en AR y Sanos, anticuerpos anti Pg y anti

CCP
Genotipo HLA DRB1 AR anti Pg-
12:01/14:02 50 2500,00
Genotipo SANOS
12:01/14:02 50 0,00
12:01/07:01 1600 0,00
12:01/04:07 50 0,00
12:01/04:04 400 0,00

Anticuerpos anti Pg y anti CCP Técnica Elisa. , datos de anticuerpos tomados de la Base de Datos del Macroproyecto:
“Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos clinicos y microbiolégicos de la enfermedad
periodontal”.  Anticuerpos anti Pg negativos: <100,00, Anticuerpos anti CCP negativos: <20,00. Sanos n=4, AR n=1.
Alelos Sanos=4, AR=1

=  Alelo 01:02

El alelo 01:02 predominé en la poblaciébn sana, y tuvo la caracteristica de estar

acompanfado por alelos de proteccion o neutrales, en su mayoria con altos titulos contra
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la bacteria. Existié un individuo AR 01:02/04:04 (genotipo considerado de riesgo para
AR) con titulos negativos para la bacteria y con titulaciones anti CCP+.(Ver Figura 10 y
tabla 8).

Figura 10 Titulaciones IgG1 anti Pg, en individuos Sanos y AR portadores del alelo
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Sanos n=5, AR n=1. Alelos Sanos=5, AR=1.

Tabla 8 Genotipos relacionados al alelo 01:02 en AR y Sanos, anticuerpos anti

Pg y anti CCP
Genotipo HLA DRB1 AR anti Titulos anticuerpos anti Pg Titulos anticuerpos anti CCP
Pg- (IgG1) (IgGl/igA)
01:02/04:04 50 970,60
Genotipo SANOS
01:02/13:02 400 0,00
01:02/04:07 50 0,00
01:02/03:01 200 0,00
01:02/15:01 200 0,00
01:02/16:02 200 0,00

Anticuerpos anti Pg y anti CCP Técnica Elisa. , datos de anticuerpos tomados de la Base de Datos del Macroproyecto:
“Marcadores de actividad de la enfermedad reumatica y aspectos clinicos y microbiolégicos de la enfermedad
periodontal”.  Anticuerpos anti Pg negativos: <100,00, Anticuerpos anti CCP negativos: <20,00. Sanos n=5, AR n=1.
Alelos Sanos=5, AR=1
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ANEXO B: Consideraciones Eticas

El proyecto describe una investigacién cientifica en sujetos humanos con un riesgo
minimo que estara sujeto a todo lo dispuesto en la resolucién 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia. Esta investigacion tendrd en cuenta los articulos a los
gue hace alusién dicha resolucion en el capitulo | de los aspectos éticos de la
investigacion en humanos y por las caracteristicas del estudio que lo clasifica como
riesgo minimo en el articulo 11 numeral b. Los pacientes solo se intervendran con
muestra de sangre venosa, y todo participante firmaréd un consentimiento o asentimiento
informado antes de iniciar el estudio. Los examenes odontolégicos no implican ningan
riesgo para los participantes ya que corresponden a examenes rutinarios que no
generan riesgo adicional. Las muestras de sangre seran tomadas por personal
totalmente entrenado y el total de sangre a extraer esta dentro del rango que determina

este capitulo para su clasificacion como riesgo minimo.

Se mantendran todas las normas de bioseguridad para el manejo de muestras

biolégicas.

En caso de efecto adverso como hematoma en la toma de muestra venosa se debe
recurrir a medios fisicos frios sobre la zona, anti inflamatorio en gel, si es necesario
analgésico o antibiético (la posibilidad de provocar una infeccibn es minima) sera
manejado estrictamente bajo supervisiéon médica. No habra subordinacién para la toma
de muestras en pacientes de las fuerzas Militares. El consentimiento y asentimiento

informado esta anexo a la investigacion.
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Anexo C: Consentimiento Informado

AUTORIZACION PARA EL USO DE MUESTRA DE SANGRE Y DE ENCIA PARA
UN TRABAJO DE INVESTIGACION EN PACIENTES CON ARTRITIS

El Presente es un formato de aceptacion para que mi muestra se usada en un estudio
sobre artritis. El término artritis y espondiloartropatias agrupan a una serie de
enfermedades que tienen como principal manifestacion la inflamacién de las
articulacioens de la columna y en algunos casos de las manos, mufiecas y codos. Se
cree gue infecciones en la boca pueden estar relacionadas con estas enfermedades.
Por lo tanto, la muestra tomada de sangre y de su encia sera estudiadda para ver el
contenido de sustancias y microorganismos que pueden ayudar a controlar y entender
estas enfermedades.

Conozco que para el manejo actual correcto de la enfermedad que tengo, es importante
gue tomen una muestra de sangre y de la encia y en caso necesario como tratamiento
de liquido sinovial, por lo tanto autorizo para que una parte de la muestra sea usada en

el estudio y en otros estudios que se deriven directamente de esta investigacion.

El protocolo de investigacién consistird en la consulta normal con su reumatdélogo y
ademas se le hara un examen en la boca por un odontélogo especializado quien le
tomara las medidas de sus encias, las muestras de las bacterias que estan debajo de
sus encias y la toma de muestras de sangre para confirmar el estado de defensas de

Su organismo.

Muestra de Bacterias: las muestras de la placa dental que se encuentra debajo de las

encias serdn tomadas en varias areas de su boca usando instrumentos dentales
estériles para identificar una de las bacterias que generan enfermedad en sus encias.
El procedimiento para tomar las muestras es similar a una limpieza dental y tomara una
pequefia muestra de la placa dental que se ha formado en sus dientes. Este
procedimiento usualmente no es doloroso, algunas veces se siente una pequefa

molestia.
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Toma de sangre: seran tomadas el mismo dia 3 muestras de 5 ml de sangre cada una

por una persona experta de manera similar a una muestra de sangre que se toma de

rutina.

Tomade liguido sinovial: sera tomada exclusivamente en los pacientes con ARy EAS

como alternativa terapéutica.

COMPENSACION: Usted no recibira dinero por participar en el estudio pero su ayuda
en el futuro podria beneficiar a los pacientes con artritis, al obtenerse resultados
cientificos y saber si las infecciones de la boca pueden afectar la enfermedad. Los
costos del examen microbioldgico y el examen de sangre para evaluar sus defensas
seran cubiertos por el estudio. Otros procedimientos para tratar la enfermedad que se

realizaran posteriormente no seran cubiertos.

RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos de estos procedimientos seran
minimos. Las medidas clinicas seran similares a las que se realizan en una clinica
dental. La toma de muestras por debajo de las encias es similar a los procedimientos
gue se realizan durante una limpieza dental, por lo tanto son de riesgo minimo. Personal
profesional con experiencia realizara todos estos procedimientos utilizando medidas de
seguridad estandarizadas. Estos incluyen el uso de ropa protectora (blusa de
laboratorio), guantes, tapabocas, y gafas protectoras. Ademas todos los instrumentos
seran utilizados y la toma de sangre no representara ningln riesgo para usted ya que
el volumen tomado corresponde a una minima parte de la sangre comparada con la que
se extrae cuando se hace una donacion de sangre. Después de la toma de sangre
usted puede sentir un poco de dolor en el sitio y podria aparecer un morado en la piel
gue desaparecera en unos dias. La toma de liquido sinovial solo se realizara en caso

de indicacion médica con todo el protocolo de antisepsia.

BENEFICIOS: EI mayor beneficio que usted obtiene es el examen para identificar
algunos de los microorganismos que se pueden relacionar con el aflojamiento de los
dientes. El odont6logo examinador le explicara las causas que producen las
enfermedades de las encias y que medidas son necesarias para controlar o prevenir
esta infeccidn que puede estar o no en su boca. Lainformacién obtenida de este estudio

sera muy importante para establecer el tipo de bacterias que pueden causar la afeccion
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de sus encias y necesita tratamiento a seguir para el control de sus encias. También
se le hardn examenes de sangre para evaluar el estado en que se encuentran sus

defensas y la actividad de su artritis.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacién obtenida en este
estudio se mantendra estrictamente confidencial, con la excepcién que la Ley requiera
la informacién. Si existe alguna publicacion como resultado de este estudio, usted no

sera identificado por su nombre.

COMPLICACIONES: Usted debe recordar que la posibilidad de complicaciones por su
participacion en este estudio es muy baja. Si usted tiene alguna complicacién puede
llamar a los investigadores encargados en cada universidad, ellos lo orientaran y le

proporcionaran la informacién necesaria para su solucion.

RETIRO DEL ESTUDIO: Usted esta de acuerdo en que su participacion en este estudio
es completamente voluntaria y que puede retirarse del mismo en cualquier momento
avisando con tiempo a los investigadores. Esta decisién no lo afectara en el presente
o futuro. Es posible que alguno de los investigadores pueda retirarlo del estudio si es

necesario al encontrar alguna situacién que lo requiera para su beneficio.

DERECHOS DE LA PERSONA: A usted se le ha dado la oportunidad de preguntar
acerca de éste estudio y de su participacién en él. Tiene derecho a que sus preguntas
se respondan a su completa satisfaccion. Usted debe hacer sus preguntas ahora antes
de firmar este documento o en cualquier momento después de firmarlo. Si usted desea
alguna otra informacion o tiene preguntas acerca de los derechos de una persona de
una persona que participa en investigacion puede contactar a los investigadores
encargados en cada Universidad en cualquier momento. No habra subordinacién en

los pacientes de las fuerzas militares.

DURACION DE LA INVESTIGACION: Tendra un periodo de 36 meses

académicos, es decir, casi tres semestres
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ACUERDO: Yo he leido y entendido este informe de consentimiento. Estoy de acuerdo
en que voy a participar en este estudio de investigaciéon. Cuando firme este documento

recibiré una copia de este consentimiento.

Nombre del participante y cédula Firma Fecha

Direccién y teléfono

Nombre del testigo 1 y cédula Firma Fecha

Direccion y teléfono

Nombre del testigo 2 y cédula Firma Fecha

Direccion y teléfono
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