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Resumen

La Artritis Reumatoide es una enfermedad autoinmune que afecta del 0.4% al 1% de la
poblacion humana y existen marcadores genéticos implicados en esta enfermedad. Se
han utilizado varios modelos de inteligencia computacional para la clasificacion e
identificacion de endofenotipos (relacion entre fenotipo y marcadores genéticos) en
pacientes con Artritis Reumatoide y controles sanos a partir de informacion genética,
principalmente el HLA DRB1 (Antigeno Leucocitario Humano), asi como la teoria del
Epitope Compartido. Esta hace referencia a la asociacién entre la AR y el HLA-DRB1,
principalmente los alelos que contienen un motivo comin de aminoéacidos de las
secuencias QKRAA, QRRAA o RRRAA en las posiciones 70 a 74 de la cadena del
DRB1, los cuales les confieren una susceptibilidad particular de la enfermedad a los

individuos.

En este trabajo se logr6 desarrollar un modelo computacional para clasificacion de
pacientes de artritis reumatoide y controles utilizando técnicas de estadistica aplicada
como son las redes neuronales, las redes bayesianas y los métodos de kernel. Como
datos de entrada se utilizaron las variables de los pacientes en relacién a serologia
(factor reumatoide y citrulinas), nimero de articulaciones inflamadas y dolorosas,
reactantes de inflamacion (velocidad de sedimentacion globular y Proteina C Reactiva),
rigidez matinal, edad, género, antecedentes de co morbilidades y la informacién del alelo
HLA-DRB1.

Se obtuvieron resultados importantes para el diagnéstico de la enfermedad, su
categorizacion y como potencial aplicacion en la medicina personalizada de los
individuos afectados por esta enfermedad. A partir de esta informacion, se disefiaron y
probaron varios modelos computacionales para clasificacion. Particularmente,.
Adicionalmente, se hicieron varios agrupamientos de los datos aspectos relacionados
con ladel la algunas Para definir el nimero de grupos se utilizé el coeficiente de silueta.

Finalmente se obtuvo un arbol de distancia entre las secuencias de aminoacidos de los



distintos alelos HLA DRBL1 lo cual permiti6 ademas visualizar los grupos con cercania

genética.

Los métodos utilizados permiten una mejor estratificacion de la enfermedad en relacién a
la prediccién de fenotipos y posibles desenlaces de la enfermedad, asi como para la

potencial prevencién primaria de la enfermedad.

Palabras clave: HLA Antigeno Leucocitario Humano, Epitope Compartido,

Inteligencia Computacional, Artritis Reumatoide

Abstract

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease that affects from 0.4% to 1% of the human
population and genetic markers have been identified to be involved in the development of
this disease. In this work, several computational intelligence models were used for the
classification and identification of endophenotypes (relationship between phenotype and
genetic markers) in patients with rheumatoid arthritis and healthy controls from genetic
information, primarily the HLA-DRB1 (Human Leukocyte Antigen), and the Shared
Epitope theory. This refers to association between RA and the HLA-DRB1 alleles, mainly
containing common amino acid motif sequences QKRAA, RRRAA, QRRAA at positions
70 to 74 in the DRB1 sequence, which confer them particular disease susceptibility

individuals.

A computational model for classification was proposed, particularly, some statistical and
computational intelligence techniques such as neural networks, bayesian networks and
kernel methods were applied. Input variables used in relation to patients were serology
(rheumatoid factor, Anti—citrullinated protein antibodies ACPA), number of swollen and
tender joints, inflammation reactants (erythrocyte sedimentation rate and C-reactive
protein), morning stiffness, age, gender, history of co morbidities and the information of
the HLA-DRB1.

We obtained promising results for disease diagnosis, and its categorization as potential

application in personalized medicine for individuals suffering from this disease. From this



information we designed computer models for classification in which neural networks
properly classified 137 instances of the 138 instances in total representing 99.2% and
0.72% classified improperly, bayesian networks properly classified 136 instances
representing 98.5% and inadequately 2 instances representing 1.44% of the 138
instances. Finally we obtained a tree distance between amino acid sequences of the

different alleles HLA DRB1 which allows us to visualize genetic proximity groups.

These applications provide better stratification of the disease in relation to the predicted
phenotypes, and the potential for primary prevention of this disease.

Keywords: HLA Human Leukocyte Antigen, Shared Epitope, Computational

Intelligence, Rheumatoid Arthritis.
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1.Introduccidén

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune que esta asociada con
discapacidad progresiva, complicaciones sistémicas, muerte temprana y altos costos

socioecondmicos. La causa es desconocida y su prondstico es reservado [1].

La AR se caracteriza por la inflamacién crénica de las articulaciones y afecta del 0.5 al1%
de la poblacién adulta[2]. Las principales articulaciones afectadas son pequefias
articulaciones de manos y pies [3].

El mas importante factor de riesgo genético para la AR se encuentra en el HLA (Human
Leukocyte Antigen) HLA Antigeno Leucocitario Humano. En particular los alelos que
poseen las secuencias de aminoacidos QKRAA, QRRAA o RRRAA en las posiciones
70-74 de la cadena DRB1. Esto es conocido como Epitope Compartido (EC)[1], [4].

El curso clinico de la enfermedad difiere de un individuo a otro y los factores genéticos
ligados a HLA DR han surgido como potencial factor prondstico de esta enfermedad. El
EC ha sido asociado con la predisposicion y progresion de la enfermedad [1], [2].Los
criterios para el diagnéstico de AR estan definidos por el Colegio Americano de
Reumatologia y el EULAR 2010 [5].

Existe predominio en el género femenino con una relacion mujer hombre de 3:1[€], la
herencia de la artritis reumatoide es poligénica y no sigue un patrén mendeliano. La
importancia de encontrar factores genéticos asociados con la artritis reumatoide radica

en la contribucién a la comprensiéon de los mecanismos patogénicos de la enfermedad y
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su posible aplicacion clinica para la identificacion de marcadores, diagnéstico y
pronédstico. Es posible a través de una herramienta computacional que use técnicas de
Sistemas inteligentes identificar endofenotipos como son la severidad de la enfermedad
a partir de la tipificacion del HLA Clase Il en Pacientes con Artritis Reumatoide

colombianos[7].

1.1 Identificacidon del problema

La AR afecta aproximadamente del 0.5 % al 1% de la poblacién humana con predominio
femenino en una relacién mujer hombre de 3:1[6], la herencia de la artritis reumatoide es
poligénica y no sigue un patron mendeliano. La importancia de encontrar factores
genéticos asociados con la artritis reumatoide estd en comprender los mecanismos
patogénicos de la enfermedad y su posible aplicacién clinica para la identificacion de
marcadores, diagnéstico y prondstico. Se plantea entonces el problema de cémo
identificar endofenotipos (relacién entre fenotipo y marcadores genéticos) como son la
severidad de la enfermedad o el dafio 6seo utilizando Unicamente la informacién de las
secuencias esto a partir de la busqueda de genes y polimorfismos de nucleétidos. Lo
anterior a partir de las secuencias de nucleétidos del HLA Clase Il de pacientes con

Artritis Reumatoide colombianos

1.2 Justificacion

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad crénica inflamatoria autoinmune y multi
sistémica, cuyo principal 6rgano blanco es la membrana sinovial. Es una enfermedad
progresiva que incapacita al paciente desde los primeros afios de su aparicion, asociada

con altos costos directos e indirectos, mala calidad de vida y muerte prematura[1].

Infortunadamente es frecuente el retardo en el diagnostico de la AR, por lo que el objetivo
de iniciar tempranamente una terapia Optima no siempre es posible. En las etapas
tempranas usualmente el diagnéstico se basa mas en una apropiada historia clinica que
en examenes diagnodsticos complementarios. Los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia son utiles para clasificar pacientes con poliartritis, sin embargo, es posible

gue en muchos casos de AR temprana no se cumplan[5].
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Un paciente con AR tendra sintomas de dolor, rigidez y enrojecimiento articular que
usualmente empeora en las mafianas o después de un periodo de inactividad. Al examen
fisico se puede encontrar inflamacion simétrica con dolor a la presién de las pequefias
articulaciones de las manos, los pies y de acuerdo con el grado de actividad de la
enfermedad de base, un compromiso de articulaciones mayores con presencia de

sinovitis.

El prondstico de la AR depende de un conjunto de interacciones de factores genéticos,
psicosociales, bioquimicos, hormonales y relacionados con el tratamiento. No todos los
pacientes con AR requieren terapia intensiva. La evaluacion clinica debe estar dirigida
para determinar los pacientes con riesgo de enfermedad persistente. Un sistema de
evaluacion de severidad ha sido propuesto para clasificar a estos pacientes[8]. Es asi
como la sinovitis por mas de seis semanas de las metacarpofalangicas y el compromiso
poli articular predice la enfermedad crénica y el dafio erosivo. El sexo femenino, el factor
reumatoide positivo, los niveles altos de reactantes de fase aguda, han sido asociados a
un pobre pronéstico. El factor de prondstico mas consistente en todas las cohortes es el
factor reumatoide, el cual es importante para predecir el dafio articular y la discapacidad

funcional[9].

Los factores de riesgo que se han asociado con un mal pronéstico son: inicio tardio del
tratamiento adecuado, severidad de la enfermedad, presentacién en edades extremas,
comorbilidad asociada, multiples articulaciones inflamadas, factor reumatoide, proteina C
reactiva elevada, VSG (Velocidad de Segmentacion Globular) elevada, presencia de

nodulos reumatoideos y erosiones tempranas[7].

Se ha encontrado que la presencia del alelo HLADR4 esta asociada a la enfermedad
progresiva ya que estos pacientes tienen un mayor numero de articulaciones inflamadas

y mayores alteraciones radioldgicas[10].

El tratamiento temprano y la respuesta clinica rapida se encuentran asociados a una alta
frecuencia de remision de la enfermedad desde etapas tempranas, que persiste durante

el tiempo. En los esquemas de tratamiento con terapia combinada se logra una induccién
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mayor de remision, que alcanza del 37 a 42%; estos pacientes también logran una mayor

reduccion en la progresion del dafio radiolégico[11].

Asociada al Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il, se asocia a la presencia del
alelo HLA DRB1, con el dominio conocido como "epitope compartido" (en los
aminodcidos del 69 al 74 de la tercera region hipervariable del receptor de célula T(RCT)
y la AR[2].

Se ha demostrado que la presencia de este epitope es crucial, no sélo en la aparicién de
la enfermedad sino en la severidad y progresion de esta[2]; especialmente, existe una
relacion genética con la enfermedad y, la severidad de los sintomas depende de la
presencia de este alelo, y es asi como individuos homocig6ticos tendran una enfermedad

mas agresiva, con erosion articular y participacion sistémica[1].

Aunque se ha comprobado que en algunas poblaciones son otras las especificidades del
HLA-DR (B1-0101, B1-0114), las que se asocian con la AR, el patron de agresividad en
presencia de estos alelos se comporta de la misma forma que en el caso del epitope
compartido[12].

Se ha demostrado la asociacion AR y DR B1, en ellos se ha comprobado, que en la
posicién 71 del epitope, si el aminoacido presente es lisina, cuando se produzca la
interaccion celular entre estas células T, portadoras del DRB1, las células segregaran
factor reumatoide (FR) y la enfermedad sera mas agresiva; mientras que si el aminoacido
presente en la posicidn 71 es una arginina, el paciente no segregara FR y su enfermedad

tendra un mejor pronéstico[13].

En la Fundacién Santa Fe de Bogota, se cuenta con una serie de pacientes
diagnosticados con AR y controles caracterizados segun una serie de variables que
permitirian clasificarlos entre pacientes y sanos. En este estudio se mostrara como las
técnicas de inteligencia computacional brindan una buena herramienta para lograr este

objetivo.
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1.3 Objetivo general y objetivos especificos

1.3.1 Objetivo general

Desarrollar un modelo computacional para la identificacion de endofenotipos en
pacientes con Artritis Reumatoide utilizando el HLA clase II.

1.3.2 Objetivos especificos

Andlisis estadistico de los datos de los pacientes con Artritis Reumatoide para ser

utilizados por los modelos computacionales.

Exploracion de modelos computacionales para la clasificacion de pacientes con Artritis

Reumatoide y determinacion de la severidad en los mismos.

Analizar las secuencias de aminoacidos del complejo mayor de Histocompatibilidad
DRB1 para la identificacion de endofenotipos en pacientes con Artritis Reumatoide

severa.
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2.So0bre la Artritis Reumatoide

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad crénica autoinmune que afecta del 0.5 al
1% de la poblacién en el mundo [2], [4].La AR se caracteriza por la inflamacion,
hiperplasia a nivel articular, asi como la produccién de anticuerpos (factor reumatoide FR
y anticuerpos contra péptidos citrulinados Anti CCP) esto causa dafio 6seo y alteraciones
cardiovasculares y pulmonares [2], [14].La AR es una enfermedad autoinmune que esta
asociada con incapacidad progresiva, complicaciones sistémicas, muerte temprana y

costos socioecondmicos [1].

2.1 Aspectos Inmunolégicos

La causa de la AR es desconocida y de prondstico reservado, varios agentes infecciosos
(por ejemplo, el virus de Epstain-Barr, citomegalovirus, especies de Proteus y E. coli) y
sus productos (por ejemplo, proteinas de choque térmico) han sido involucrados en la
patogénesis de la Artritis Reumatoide, aunque los mecanismos de unificacidon no se han

esclarecido, se postula alguna forma de mimetismo molecular [1].

La formacién de complejos inmunes durante la infeccion puede desencadenar la
induccion de factor reumatoide, un anticuerpo de alta afinidad contra la fraccidon
cristalizable de la inmunoglobulina 19G (FR), el cual ha servido durante mucho tiempo

como marcador diagnéstico de la enfermedad [1], [15].

Recientemente varios estudios han planteado la relacion existente entre la periodontitis y

la AR. Ambas enfermedades se caracterizan por la inflamacién crénica, dafio 6seo y una
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respuesta inmune similar [16]. La AR parece estar asociada con la enfermedad
periodontal causada por Porphyromonas gingivalis que expresa PADI4 (Peptidil Arginina
Deaminasa Isoforma 4) gen que codifica para enzimas responsables de la conversion de
residuos de arginina a residuos de citrulina, lo cual promueve la citrulinacion de proteinas
[2], [16].

Porphyromonas gingivalis es la Unica bacteria conocida que expresa la enzima PAD.
Aungue no es completamente homologa a la PAD humana, esta enzima es responsable
de la post traduccién y la conversion de arginina a citrulina, que lleva a la produccion de
anticuerpos anti-CCP. En humanos PAD existe en 5 isoformas, la isoforma PADI4 es la
mas asociada a autoinmunidad [17], [18].

Durante el curso de la AR las células del compartimiento sinovial presentan hiperplasia
gue forma el pannus sinovial que invade y destruye cartilago y hueso [19]. La sinovitis
ocurre cuando los leucocitos infiltran el compartimiento sinovial. La acumulacién de
leucocitos refleja principalmente la migracion mas que la proliferacion local. La migracién
celular es facilitada por la activacién de la micro-vasculatura sinovial, la cual incrementa
la expresion de moléculas de adhesién (incluyendo integrinas, selectinas y miembros de

la superfamilia de las inmunoglobulinas) y quimioquinas [1].

Una caracteristica clave del proceso de inflamacién es la relacionada con las células que
producen citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, Interleucina 1 (IL-1), interleucina 6

(IL-6) y otras. Estas interleucinas promueven la destruccion de las articulaciones[20].

2.1.1 Inmunidad Adaptativa

En la AR la presencia de anticuerpos sitla a la inmunidad adaptativa en el centro de la
patogénesis. Sin embargo, a pesar de que las células T son abundantes en el medio

sinovial, el papel funcional de estas sigue siendo poco comprendido [1].

Las células Thl median la inmunidad dependiente de células, incluyendo la citotoxicidad
y respuesta de hipersensibilidad retardada a través de la produccién especifica de

interferon gamma (IFNy) e interleucina 2 (IL2) demostrando tener un papel importante.
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Los linfocitos Thl contribuyen a la induccién y persistencia de la inflamacién que induce

el dafio tisular [21].

Los linfocitos Th2 se caracterizan por la produccion de IL4, IL5 e IL13, que favorece la
inmunidad humoral y regulan los Thl. La respuesta Th2 esta asociada con IL4/IL13
mediante la produccion de IgE por linfocitos B de memoria e IL5 que induce eosinofilia
[21].

La Figura 2-1 muestra la interaccion entre células dendriticas, células T y células B que
generan la respuesta autoinmune; se observa como en la membrana sinovial se presenta

el proceso inmune el cual lleva a promover el dafio y remodelacion del tejido.
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Figura 2-1:Respuesta inmune en la Artritis Reumatoide.
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actualmente la atencion se ha centrado cada vez mas en el papel de Thl7, una

subpoblacién que produce interleucinalL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 y factor de necrosis

tumoral (TNF-a). La interleucina 17A trabaja con TNF-a para promover la activacion de

fibroblastos y condrocitos [1], [22].

Los Th 17 son células inflamatorias CD4+ que producen IL-17A pero no IFN-y. Estas

células y sus citoquinas secretadas se encuentran elevadas en la sangre periférica de

pacientes con AR [23]. En el liquido sinovial, los niveles de Th17 demostraron estar mas

elevados que en la sangre periférica, sugiriendo su papel en la AR [24].
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Los linfocitos Th9 son una subpoblacién de linfocitos Th CD4+, estos se diferencian a
partir de los linfocitos LThO en presencia de TGF- e IL-4. Los Th9 expresan IL-9 esta
ejerce principalmente accidon sobre los mastocitos promoviendo su expansion y
produccién de IL-1B, IL-5, IL-6, IL-9, IL10, IL-13 and TGF-f [25], [26]. La IL-9 es también
expresada por Th2, Th 17 y Treg [26].

La IL-9 actua sobre LTreg en donde promueve funciones de supresion, en LT17 induce
su proliferacion y en las células presentadoras de antigenos promueve la produccion de
TGF-B [26].

Los linfocitos Th22 son una subpoblacion de linfocitos T helper CD4+ recientemente
identificados, los cuales se caracterizan por la produccion de IL-22 pero no IL-17 ni IFN-y.
La respuesta pro inflamatoria de Th22 es sinérgicamente dependiente de IL-22 y TNF-a.
Esto significa que las células Th22 estan probablemente implicadas en la fisiopatologia
de algunas enfermedades autoinmunes como Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y
Esclerosis Sistémica (ES) [24].

La citoquina efectora de las células Th22 es IL-22, la cual pertenece a la familia de las IL-
10 [27]. La funcién precisa de la IL-22 no es clara. Las células Th22 juegan un papel

importante en la inflamacién y en las enfermedades autoinmunes [24], [28].

Las células T reguladores CD4+CD25+ (Treg) juegan un papel importante en la
prevencion de la autoinmunidad. Las células T CD4+ pueden diferenciarse en distintos
fenotipos que secretan citoquinas y promueven el desarrollo de distintas respuestas
inmunes (inmunidad mediada por células e inmunidad humoral). Las células Treg
incluyen las células T CD4+CD25+ Foxp3+ juegan un papel activo en la prevencion y
desarrollo de la autoinmunidad, muchos estudios han buscado determinar si la
deficiencia en la actividad de Treg puede contribuir al desarrollo de enfermedades

autoinmunes como la AR [29].

La respuesta inmune en la AR inicia con la inflamacién de la articulacion a nivel de la

membrana sinovial; esta es una estructura acelular con un recubrimiento formado por
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macrofagos y fibroblastos conocidos como sinoviocitos. En la AR, esta membrana se
vuelve hiperplasica debido a la entrada y proliferacién de éstos Ultimos. Las células T se

acumulan en la membrana sinovial [30].

Los macréfagos v los fibroblastos producen IL-1, TNF-a e IL-8 y muchas otras citoquinas
gue contribuyen a la inflamacién de la membrana sinovial asi como a la activacion de las
células adyacentes que incrementan la inflamacion sinovial. Las células B y las células
dendriticas forman agregados con las células T y macréfagos tisulares en
aproximadamente 20% de los pacientes. Hay produccién local de auto anticuerpos que
resultan en la formacién de inmunocomplejos los cuales se depositan en las
articulaciones. Los anticuerpos reconocen antigenos articulares, tales como colageno
tipo Il y proteoglicanos, o se unen a la Fc de la IgG normal, como el factor reumatoide
[30].

Los linfocitos B sintetizan FR que es un anticuerpo de la clase IgM, IgG o IgA contra la
porcion Fc de la inmunoglobulina G (IgG), este funciona como un auto anticuerpo contra
la IgG formando complejos inmunitarios, que luego se depositan en la articulacion y
activan la cascada de complemento e inducen los mecanismos de fagocitosis mediada
por células de la linea monocito-macréfago y neutrofilos. Esto es importante en la

perpetuacion de la respuesta inmunopatoldgica secundaria en la AR [1], [16].

Los auto anticuerpos mas frecuentemente encontrados en paciente con AR son
anticuerpos que se unen al dominio constante de la IgG e IgM y Anti CCP [31]. El papel
de las células B en la patogénesis de la AR va mas alla de la produccién de auto
anticuerpos, incluye la presentacion de auto antigenos y produccion de citoquinas pro
inflamatorias como IL-6 y TNF-a [1]

La citrulinacién consiste en la modificacion del aminoacido arginina por citrulina y ademas
realiza la precipitacion de complejos inmunes que contienen anti CCP, con potencial pro
inflamatorio [32]. La citrulinacién consiste en el cambio pos traduccional producido por la
PAD sobre residuos de arginina. Esta modificacion post-traduccional tiene el potencial de

alterar la estructura, antigenicidad y la funcion de las proteinas [16].
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2.1.2 Inmunidad Innata

Una variedad de células efectoras innatas, incluyendo macroéfagos, mastocitos y células
asesinas naturales, se encuentran en la membrana sinovial, que residen principalmente

en el liquido sinovial [1].

Los macréfagos actian a través de la liberacion de TNF-a e IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18
e IL- 23, reactivos intermediarios de oxigeno, nitrdgeno, ademas producen prostanoides y
enzimas degradantes de matriz (Matrix metalloproteinases MMPs), realizan fagocitosis y

mecanismos de presentacion de antigenos[1].

Los macréfagos son activados por receptores tipo Toll (Toll Like Receptors TLRs), por
ejemplo, TLR 2/6, 3, 4, y 8, ademas dominios de oligomerizaciéon unidos a nucleétidos
receptores tipo (NOD Like Receptors NLRs) que reconocen un rango de patrones
moleculares asociados a patdgenos (Pathogen Associated Molecular Patterns PAMPS) y
patrones moleculares asociados a dafio (Damage Associated Molecular Patterns
DAMPSs) que incluyen bacterias, virus y ligandos enddgenos putativos [1].

Las citoquinas de la familia de IL-1 (por ejemplo, IL-1a, IL-1B, IL-18, e IL-33) son
ampliamente expresadas en la AR. Ellas promueven la activacion de leucocitos, células

endoteliales, condrocitos y osteoclastos [1]

Los neutrdéfilos contribuyen a la sinovitis porque sintetizan prostaglandinas y reactivos
intermediarios de oxigeno. La activacién de la respuesta inmune innata contribuye a la
sinovitis [1]. El aumento en la respuesta inflamatoria, la generacién de anticuerpos contra

antigenos propios modificados son los factores que contribuyen a la presencia de la AR.

2.2 Factores Genéticos

Las asociaciones genéticas de la AR incluyen el HLA-DR4 y DRB1 [33]. La AR implica
una compleja interaccion entre factores genéticos y ambientales. La asociacion entre la
AR y el HLA-DRB1 ha sido confirmado en pacientes que tienen Anti CCP positivo, los

pacientes con alelos que contienen un motivo comin de aminoacidos con secuencias
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QKRAA, QRRAA o RRRAA en el HLA-DRBL1, en las posiciones 70 a 74 de la cadena del
DRBL1 llamado Epitope Compartido (EC) presentan una susceptibilidad particular [1], [2].

Los alelos mas conocidos que codifican para el EC incluyen miembros del grupo de
alelos HLA-DRB1*04 (por ejemplo *0401, *0404, *0405 y *0408), HLA-DR *0101 o *0102,
HLA-DRB1 *1402 y HLA-DRB1 *1001 [34].

Se han identificado mas de 20 factores de riesgo genéticos en los Ultimos 4 afios, la
mayoria de estos factores han sido localizados cerca a genes implicados en rutas
inmunoldgicas. Estos hallazgos confirman el papel del sistema inmune en la patogénesis
de la AR [2].

Otros alelos de riesgo en AR con Anti CCP positivo estan implicados en la regulacion
inmune, incluyendo factor nuclear kB (NF- kB) dependiente de sefializacion (por ejemplo
TRAF1-C5y c-REL) y estimulacion de células T, activacion y diferenciacion funcional (por
ejemplo PTPN22 y CTLA4). Por otra parte, las interacciones gen a gen incrementan el
riesgo de la enfermedad, como el descrito entre HLA-DRB1 y PTPN22 [1].

En la poblacién Japonesa se ha identificado el gen PADI4 como el segundo factor de
riesgo de la AR [2]. En Colombia, el estudio que examind la relacién entre HLA y la AR,
mostrd que la frecuencia tanto del HLA-DR4 como del DR1 fue del 23% en 69 pacientes,
sin embargo, este estudio no incluyo poblacion control. En un pequefio grupo de
pacientes afro colombianos de Quibdé, pero que incluy6 a toda la poblacién afectada, no
se observé asociacion de alelos del HLA-DRB1 con la AR. También se reporté en una
poblacién antioquefa la asociacién del SE QRRAA en el HLA-DRB1*04, en patrticular el
DRB1*0404, con la enfermedad. Este alelo corresponde al factor de riesgo mas
importante y uniforme para desarrollar artritis reumatoide en latinoamericanos [4].

Algunos alelos HLA-DRB1 estan descritos como factores de riesgo para RA Anti CCP
positivo. Para RA Anti CCP negativo la situacion es claramente diferente, asi HLA-DR3
predispone a AR Anti CCP negativo. Recientemente se ha sugerido que polimorfismo en
el gen del receptor del neuropéptido S puede estar implicado en AR Anti CCP negativo
[2]. Factores genéticos de proteccion contra la AR estdn predominantemente asociados

con HLA-DRB1*13:01. Estos alelos son mas frecuentes en controles sanos comparados
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con pacientes con AR. La proteccion contra la AR esta conferida por la secuencia
DERAA en las posiciones 70-74 del alelo HLA-DRB1, la cual se encuentra en la misma
posicién de los alelos HLA-DRB1 del EC. En varios estudios también se propone una
asociacion principalmente con el acido aspartico (D) en la posicion 70 (D70) y para AR
Anti CCP negativa no existen alelos HLA-DRB1 asociados. Por otro lado, el andlisis de
genotipos especificos del EC revelan que genotipos HLA-DRB1*0101/*0401/*0404 fueron

los principales predictores de mortalidad por infarto cardiaco [35].

2.3 Factores de Riesgo

El riesgo de desarrollar AR es atribuible a factores genéticos en un 50% [31]. Ademas,
muchos factores han sido asociados con el incremento del riesgo de desarrollar AR. Pero
el tabaquismo es el Unico factor de riesgo ambiental que ha sido extensamente estudiado
y ampliamente aceptado. Especialmente en individuos que poseen una o dos copias del
EC HLA-DRB1[2], [36].

Investigaciones epidemiolégicas han demostrado una fuerte asociacién entre el consumo
de cigarrillo y el riesgo de AR, especialmente en personas que tienen predisposicion
genética [33], [37].

La asociacion de RA Anti CCP positivo y tabaquismo puede ser explicada por la
observacién de proteinas citrulinadas en los pulmones de los fumadores [2]. La edad
avanzada, historia familiar de la enfermedad, género femenino también estan asociados

con un riesgo mayor de presentar la enfermedad [33].

La alta prevalencia de la AR en las mujeres ha permitido identificar el posible papel
hormonal en la susceptibilidad de la enfermedad, aunque no se han encontrado

diferencias en los niveles de hormonas en las mujeres con AR y controles sanos [36].

Varios agentes infecciosos han sido estudiados e implicados en el desarrollo de la AR.
En los Ultimos afios la bacteria Porphyromonas gingivalis ha sido implicado como un
factor para el desarrollo de ARP. gingivalis es el principal agente causante de

periodontitis, una enfermedad que es més frecuente en pacientes con AR que en la
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poblacion sana[18]. Esta bacteria expresa la enzima peptidil arginina-deiminasa (PAD)
responsable de citrulinizacion de proteinas y produce inflamacion crénica, caracterizado

por la presencia de citoquinas pro inflamatorias y TNF [36], [38].

La exposicion a silice es un factor de riesgo bien definido para AR. El silice est presente

en la mineria, construccion, ceramica y vidrio asi como en la agricultura [36].

2.4 Aspectos Clinicos

2.4.1 Diagnostico

La AR es una enfermedad autoinmune caracterizada por inflamacion y dafio a nivel de

articulaciones que conlleva a discapacidad y mortalidad prematura [5].

Los pacientes con AR presentan dolor y rigidez a nivel de articulaciones de mufiecas,
articulaciones interfalangicas y metacarpofalangicas son las principalmente involucradas.
La rigidez matinal de articulaciones que duren mas de 1 hora sugiere un origen

inflamatorio [33].

El diagndstico de la AR es a menudo un desafio, esto debido al amplio espectro de
manifestaciones clinicas y los cambios progresivos de la enfermedad con el tiempo, v,
quizas, la mas importante, la falta de una prueba de oro clinica o de laboratorio para

definir la presencia 0 ausencia de enfermedad [39][40].

El Factor Reumatoide (FR) no es especifico para la AR y puede estar presente en
pacientes con otras enfermedades, como la hepatitis C, y en personas mayores sanas. El
Anticuerpo anti-péptido citrulinado es mas especifico para la AR [41]

Los niveles de PCR (Proteina C Reactiva) y Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG)
se aumentan frecuentemente en la AR activa, ademas estos reactantes de fase aguda

son parte de los nuevos criterios de clasificacion de AR [33].
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En el afio 2010 el Colegio Americano de Reumatologia y la Liga Europea contra el
Reumatismo colaboraron para la creacién de los nuevos criterios de clasificacion de la

AR, los cuales se presentan en la Tabla 2-1[5][5][5][5].

Tabla 2-1: Criterios de clasificacion 2010 American College of Rheumatology

European League Against Rheumatism.

Poblacién objetivo: ¢ A quiénes se les debe hacer la prueba? Pacientes:
1. Que tengan al menos 1 articulacién con sinovitis clinica definida.
2. En los que la sinovitis no puede ser explicada por otras enfermedades.

Un puntaje mayor de 6 sobre 10 es necesario para clasificar a un paciente con AR

A. Articulaciones comprometidas:

1 articulacion grande 0
2 a 10 articulaciones grandes 1
1-3 articulaciones pequefias (con o sin compromiso de articulaciones grandes) 2
4-10 articulaciones pequefias (con o sin compromiso de articulaciones grandes) 3
>10 articulaciones (por lo menos una articulacién pequefia) 5

B. Serologia (al menos un resultado de la prueba es necesario para clasificacion)

Factor Reumatoide negativo y anti CCP negativo 0
Factor Reumatoide positivo bajo y anti CCP positivo bajo 2
Factor Reumatoide positivo alto y anti CCP positivo alto 3

C. Reactantes de fase aguda (al menos un resultado es necesario para clasificacion)

PCR normal y VSG normal 0

PCR anormal o VSG anormal 1

D. Duracion de los sintomas

< 6 semanas 0

>= 6 semanas 1

Las radiografias de manos y pies se deben realizar para evaluar el dafio 6seo

principalmente los cambios erosivos, lo cual puede evidenciar una enfermedad mas
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agresiva [33]. Dentro del diagnéstico diferencial estan: el LES (Lupus Eritematoso

Sistémico), la Esclerosis Sistémica y la Artritis Psoridsica [33].

La AR temprana es aquella en la cual la duracion de la enfermedad en menor a 6 meses
[42]. Aungue la AR es considerada como una enfermedad que afecta a las articulaciones,
esta es también una enfermedad sistémica capaz de afectar multiples érganos y producir

alteraciones cardiacas y pulmonares [33].

2.4.2 Tratamiento

El objetivo del tratamiento de AR es lograr la remision de la enfermedad o disminuir la
actividad de la enfermedad [42][43]. La intervencion terapéutica temprana ha mejorado
los resultados en el tratamiento reduciendo el dafio en las articulaciones y disminuyendo
la discapacidad [5][44].

El tratamiento temprano de los pacientes con AR trae beneficios durante el curso de la
enfermedad. EI manejo actual de la AR busca la remision de la enfermedad para los
pacientes [45]. El lograr la remision de la enfermedad mejora la calidad de vida en el
manejo de la AR temprana [42]. La PCR y VSG se usan para seguimiento de la actividad

de la enfermedad y la respuesta a la medicacion [11].

El objetivo del tratamiento incluye disminuir el dolor y la inflamacion, prevenir la
deformidad (por ejemplo, desviacion cubital) y el dafio 6seo (tales como erosiones),

mejorar la calidad de vida y prevenir las manifestaciones extra articulares [5], [33].

Existe evidencia que demuestra el beneficio del tratamiento agresivo en pacientes con
AR temprana lo que soporta el cambio en las estrategias de tratamiento para lograr la
remision de la enfermedad [42][46].La literatura describe una “ventana de oportunidad”
para prevenir el dafio permanente en paciente con artritis reumatoide temprana [43]. La
evidencia sugiere que la remisién es mas probable en pacientes con AR temprana que

en pacientes con AR antigua [42].
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2.4.3 Drogas Modificadoras de la AR (DMARDS)

Las drogas modificadoras de la AR (DMARDSs) pueden ser biologicas y no biolégicas [47].
El metotrexate es recomendado como la primera linea de tratamiento en pacientes con
AR activa [33].Una buena respuesta, que incluye la remision puede ser lograda en
algunos pacientes tratados con DMARDs [42].

En la dltima década, el uso de DMARDSs, en particular el Metotrexate , ha mejorado
considerablemente el éxito en el manejo de la AR [5]. El metotrexate esta contraindicado
en pacientes con enfermedad hepatica, como la hepatitis C y en pacientes con

insuficiencia renal [33].

La sulfasalazina o hidroxicloroquina puede ser utilizada como monoterapia en pacientes
con una baja actividad de la enfermedad [33]. La terapia combinada con 2 o mas
DMARDSs es mas efectiva que la monoterapia, sin embargo, los efectos adversos pueden

ser mayores [33].

2.4.4 Corticoesteroides

Dentro del tratamiento para la AR estdn los corticoides los cuales pueden ser
administrados por via oral, intramuscular o intraarticular para manejo del dolor y la

inflamacion [33].

Los glucocorticoides tales como la prednisona son utilizados con las DMARDs en el
tratamiento de la AR para lograr la remisién y detener la progresién de la enfermedad.

Estos son utilizados para el control de la inflamacion [42].

2.4.5 Agentes Bioldgicos

Los agentes biologicos, o més reciente en tratamientos para la AR, han logrado la

remision de la enfermedad en un porcentaje significativo de los pacientes [42].
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El primer agente bioldgico fue el antagonista contra el Factor de Necrosis Tumoral (TNF);
a este grupo de agentes biolégicos también pertenecen etanercept, infliximab,
adalimumab, golimumab y certolizumab [42].

Los agentes bioldgicos incluyen los anticuerpos monoclonales y los receptores
recombinantes para bloquear las citoquinas que promueven la cascada de inflamacion
responsable de los sintomas de la AR. Si la AR no esta bien controlada con un DMARD
no biolégico, un DMARD biolédgico puede ser usado, los inhibidores TNF con la primera

linea de tratamiento son los mas estudiados [33].

Los DMARDSs bioldgicos son recomendados Unicamente en pacientes quienes presentan
una enfermedad altamente activa durante 3 a 6 meses 0 una actividad elevada durante

menos de 3 meses y caracteristicas de mal prondéstico [42].

Otros agentes biolégicos aprovechan para el tratamiento de la AR la inhibicién de
diferentes rutas de inflamacién dentro los cuales estan: abatacept (inhibe la activacion de
linfocitos T), rituximab (causa deplecion de linfocitos B) y tocilizumab (inhibe el receptor
de interleucina 6) [42].
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3.Aplicacion de metodos informaticos en la
clasificacion de enfermedades

El analisis de asociacion genética se basa en correlaciones estadisticas causa a efecto
entre dos variables [48]. Normalmente, dicha asociaciéon causa y efecto no es necesaria
en el andlisis genético ya que los genes no son siempre la causa y los fenotipos son
siempre el efecto. Sin embargo, entre los fenotipos y biomarcadores, la asignacion de la
causa Yy el efecto cobra sentido y la inferencia causal puede ser Util, es asi como la
relacion causal entre dos biomarcadores anti CCP y factor reumatoide ha sido
establecida en la AR [49].

Genome Wide Association Studies (GWAS) debe su popularidad a la expectativa de
lograr un gran impacto en el diagndstico, prondéstico y tratamiento de la enfermedad por
el descubrimiento de la genética subyacente a fenotipos clinicos [12]. El andlisis de datos
GWAS hasta el momento consta de una amplia confianza en los métodos que hacen
hincapié en la contribucion de SNPs a la enfermedad en particular su asociacion
estadistica con fenotipos. Métodos multi-variables, sin embargo, pueden extraer mas

informacion considerando las asociaciones de multiples SNPs simultdneamente [40][48].

En el estudio [40] a partir de los datos de GWAS encuentran seis SNPs, la mayoria
procedentes del locus MHC. Utilizando estos SNPs desarrollaron dos modelos
predictivos que pueden clasificar los casos y controles con una precision de 0,81, que se

verificaron con los datos de prueba independientes de la misma cohorte.



34

3.1 Redes Neuronales

Las redes neuronales artificiales son sistemas basados en computacion paralela masiva
gue se utilizan para realiza tareas de control y de clasificacion, entre otros. Una red
neuronal biolégica puede ser modelada mateméticamente por un grafo dirigido con nodos
(neuronas) interconectadas. Los nodos artificiales calculan funciones simples cuyos
argumentos son las sumas de las entradas al nodo; algunos trabajos sobre redes

neuronales utilizan funciones de nodo que utiliza s6lo valores binarios[50].

3.2 Redes Bayesianas

El enfoque bayesiano proporciona una forma consistente para hacer inferencia mediante
la integracién de la evidencia de los datos con conocimientos previos del problema. El
enfoque bayesiano ofrece herramientas eficaces para evitar el sobre ajuste incluso con
modelos muy complejos y ademas facilita la estimacion de los intervalos de confianza de
los resultados. Una de las ventajas de las redes bayesianas puede explicar el modelo
gue se genera caso contrario a las redes neuronales [51].

3.3 Métodos de Kernel

Los métodos de aprendizaje que emplean kernels son métodos de aprendizaje y de
estimacion de un nucleo de las funciones definidas en el dominio de datos. Trabajar en
estos espacios tiene la ventaja de facilitar la construccién y andlisis de algoritmos de
aprendizaje. Los métodos de kernel permiten transformar datos de cualquier naturaleza,

mediante una funcién kernel, a un espacio que esta dotado de producto interno [52]

3.4 WEKA

Weka es un software de codigo abierto. El sistema fue desarrollado en la Universidad de
Waikato en Nueva Zelanda. Weka representa un entorno para analisis de datos. El
software esté disponible gratuitamente en la pagina de internet de Weka, esta escrito en
Java, un lenguaje orientado a objetos. Weka proporciona implementaciones de los mas

avanzados algoritmos de mineria de datos y algoritmos de aprendizaje de maquina.
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Ademdas contiene modulos de pre procesamiento de datos, clasificacion, agrupamiento y

extraccién de reglas de asociacion [53].

3.5 KNIME

KNIME es un entorno de trabajo facil de usar para todo el proceso de analisis, acceso y
transformacién de datos, ademas permite analisis predictivo, visualizacién y presentacion
de informes. La plataforma ofrece mas de 1000 médulos para procesamiento y analisis
de datos. [54].

3.6 JALVIEW

Jalview es un visor de alineamiento de secuencias, editor y herramienta para andlisis
multiple. Jalview esta disefiado para ser independiente de la plataforma (se puede
ejecutar en Mac, MS Windows, Linux y cualquier otra plataforma que soporte Java),
capaz de editar y analizar grandes alineaciones (miles de secuencias) con un minimo de
requerimientos, y capaz de mostrar multiples vistas integradas de la alineacion y otros
datos. Jalview permite leer y escribir muchos formatos de secuencia comunes incluyendo
FASTA, Clustal, MSF (GCG) y PIR [55].
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4.Metodologia para la clasificacion de
pacientes con artritis reumatoide

En este capitulo se hace una descripcion general de la metodologia propuesta para

realizar el andlisis de los datos de pacientes con artritis reumatoide y controles.

4.1 Datos del estudio

Para la seleccion del conjunto de datos a ser utilizado por los modelos computacionales
se utilizo informacién de pacientes con AR y controles sanos, con previo consentimiento
informado por parte de los pacientes de la Fundacion Santa Fe de Bogota. Al inicio del
estudio se contaba con 135 pacientes y 140 controles sanos, para un total de 275 datos.
Al realizar el pre-procesamiento de los datos, varios de los registros fueron eliminados
por presentar informacion faltante o inconsistente. Finalmente se logré tener una muestra

completa con 138 datos que correspondian a 63 pacientes y 75 controles.

Los datos utilizados en este estudio corresponden a informacion clinica, serologica y
genética de 138 personas, los cuales corresponden a pacientes con AR y controles. Su
distribucion se puede observar en la Tabla 4-1 y la descripcion de las variables se

presenta en la Tabla 4-2.
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Tabla 4-1: Datos del estudio

Ndmero total de Pacientes

NUmero de controles sanos

Ndmero total

63 75

138

Las variables de los datos de la muestra se presentan en la Tabla 4-2.

Tabla 4-2: Variables utilizadas dentro del estudio.

Variables Representacion Tipo Informacion
Edad Representa la edad de cada persona expresada con un Clinica
ndmero entero.
Género El género se representa de la siguiente manera hombre con 1 Clinica
y mujer con 0.
Tabaquismo El consumo de cigarrillo se representa se la siguiente manera Clinica
0 =nunca, 1 =1 a 5 paquetes/afio, 2 = 6 a 10 paquetes afio, 3
= mas de 10 paquetes afio
Antecedentes NO=0, SI=1. Clinica
hipertension
Antecedente NO=0, SI=1 Clinica
dislipidemia
Namero de Representa el nimero de articulaciones comprometidas, un Clinica
articulaciones ndmero entero.
inflamadas
Numero de Representa el numero de articulaciones dolorosas, un niumero Clinica
articulaciones entero
dolorosas
Rigidez matinal | Rigidez matinal mayor a una hora=1, menor de 1 hora=2 Clinica
PCR Proteina C Reactiva, un numero real. Seroldgica
FR Factor Reumatoide, un nimero real Seroldgica
AntiCCP Anticuerpo contra péptido citrulinado, un nimero real Seroldgica
HLADRB1uno Representa el alelo uno del individuo. Cadena de caracteres Genética
HLADRB1dos Representa el alelo dos del individuo. Cadena de caracteres Genética
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La muestra seleccionada tiene informacién de pacientes con artritis reumatoide y
controles quienes estan tipificados en el HLA DRB1 para cada uno de sus alelos; ademas
se cuenta con informacion clinica y seroldgica de estos pacientes. En la Tabla 4-3 se

presenta el analisis estadistico de las variables.

Variables Desviacion
Promedio Estandar Rango
Edad 64.26 16.3 20-91
HTA NO = 110 instancias
S| = 18 instancias
Dislipidemia NO =119
SI=19
PCR 1.79 2.02 0-11.6
FR 31.33 44.19 0-349
Anti CCP 55.6 71.8 0.1 - 257
Articulaciones inflamadas 10.32 12.27 0-28
Articulaciones Dolorosas 10.61 12.41 0-28
Alelo 1 0403 = 25 mas frecuente 1401 = 1 menos frecuente
Alelo 2 1501 = 17 més frecuente 0401 = 1 menos frecuente

La metodologia general utilizada en el trabajo se representa por el esquema de la

Figura4-1.
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Figura 4-1: Esquema de la metodologia.
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Primero se realiza la busqueda y seleccion de la informacion clinica y genética

principalmente el HLA DRB1 de los pacientes y controles. Con toda la informacion
recolectada se realiza un pre procesamiento de los datos, principalmente se eliminan
registros los cuales presenta informacién inconsistente o informacion nula. También se
realiza el analisis estadistico de dicha informacién. Finalmente, se selecciona una
muestra de 138 individuos que corresponde a 63 pacientes y 75 controles. De los cuales
se selecciona el 80% de los datos para entrenamiento y 20% de los datos para prueba de
manera estratificada.

Este proceso se inicia con la busqueda de las secuencias de aminoacidos para cada uno
de los alelos correspondientes a los datos del estudio. Esto se realiz6 mediante la
busqueda de los aminoacidos correspondientes a cada alelo en bases de datos
biolégicas que contienen esta informacion. Se usé principalmente la base de datos
IMGT/HLA (ImMunoGeneTics Project). Posteriormente, se realiza un alineamiento entre
las secuencias obtenidas., lo cual se realizé utilizando una matriz tipo Blosum.

Una vez seleccionados los datos clinicos y genéticos de los pacientes y controles, se
realiza el modelado e implementacion de los modelos computaciones basados en
técnicas de inteligencia computacional como redes neuronales tipo perceptron,

perceptrén multicapa, redes bayesianas y métodos de agrupamiento como.

fio de los modelos se utilizaron las y Rapidminer se usaronpara analizar.; con Jalview
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Finalmente para realizar el proceso de clasificacidn, se disefiaron una red neuronal tipo
perceptrén multicapa con una capa oculta, se optimizan los pardmetros para la seleccién
del mejor modelo en el caso de la red neuronal el pardmetro a optimizar es la tasa de

aprendizaje, también se disefio una red bayesiana la cual es de tipo Naive Bayes.

Para la agrupacion de los datos entre pacientes y controles se utiliz6 k-means y como
criterio de seleccion del nimero de grupos se utilizé el coeficiente de silueta. Se trabajo
en los modelos con distinto nimero de variables, disefiandose primero modelos
computaciones que Unicamente utilizan las variables genéticas correspondientes a los
alelos HLA DRB1, después se decide aumentar a los modelos otras variables de tipo

clinico y seroldgico.
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5.Resultados

5.1 Medidas de desempefio

Para determinar el desempefio de la clasificacion, se utilizan algunas medidas. Aqui se
reportaran la sensibilidad, especificidad, precision y exactitud, que se definen a
continuacion. Estas medidas se calculan con base en los verdaderos positivos (VP),
verdaderos negativos (VN), falsos positivos (FP), falsos negativos (FN), niumero de
muestras positivas (P) y nimero de muestras negativas (N)[56]. Las ecuaciones

correspondientes se presentan a continuacion:

VP VN
Sensibilidad = 7 Especificidad = N

Precisién = Ve . t'td—VP+VN
recision = VP+FP xactitud = PN

La matriz de confusion que se utilizara para presentar los resultados de las medidas de

desempefio de cada modelo propuesto sera la siguiente presentada en la Tabla 5-1:
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Tabla 5-1: Esquema general de la matriz de confusién para los resultados obtenidos

AR Real NO AR Real
Clase AR predicha por el modelo VP FP PRECISION
Clase NO AR predicha por el modelo FN VN
SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD | EXACTITUD

5.2 Modelos Computaciones para clasificacion de ARy
riesgo de severidad.

El primer escenario que se plantea en el trabajo es usar varios clasificadores utilizando
Unicamente dos variables, las cuales corresponden a las variables genéticas, es decir,
los alelos del HLA DRB1.

El primer modelo computacional que se disefié fue una red neuronal tipo perceptrén
multicapa con una capa oculta, se usé una tasa de entrenamiento de 0.7. Este
perceptrén recibe como entrada los valores de los dos alelos HLA DRB1,los cuales
corresponden a datos nominales, que representan alelos como 0101, 0301, 0404 etc. A
las entradas se les realiz6 previamente un proceso de binarizacién. La salida de la red

neuronal, como clasificador, determina dos clases: paciente o control.

La red neuronal tipo perceptron utilizando Unicamente dos variables genéticas, lo que
significada que se utilizaron 2 variables de entrada y como pardmetros una tasa de
aprendizaje de 0.7, la cual fue optimizada y una validacién tipo Split, a partir de esto se
obtuvo un porcentaje de clasificacion de 85.71% que corresponde a 24 instancias

correctamente clasificadas de los 28 datos de prueba que corresponde al 20% del total
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de los datos. En la Tabla 5-2 se presenta la matriz de confusion y los valores de las

medidas de desempefio del clasificador.

Tabla 5-2: Matriz de confusion y medidas de desempefio de la red neuronal tipo

perceptrén utilizando dos variables genéticas para la clasificacion.

AR Real NO AR Real
Clase AR predicha por RN Perceptron 10 1 90.91%
Clase NO AR predicha por RN Perceptrén 3 14
76.92% 93.33% 85.71%

El segundo modelo que se implementé fue una red bayesiana usando dos variables
genéticas. La red bayesiana fue desarrollada utilizando un estimador simple y un
algoritmo de busqueda tipo TAN (Tree Augmented Naive Bayes).La red bayesiana que

se obtuvo se puede observar en la Figura5-1.

Figura 5-1: Red bayesiana para clasificacion utilizando dos variables genéticas.

Con la red bayesiana se obtuvieron los siguientes resultados: se clasificaron

adecuadamente 19 instancias, que corresponde a un 67.85%.La Tabla 5-3 presenta la
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matriz de confusion y las medidas de desempefio de la red bayesiana. La relacion entre
el alelo 1 y el alelo 2 representa la probabilidad de que los alelos sean iguales lo cual
seria un homocigoto o por el contrario un heterocigoto, ademas representa la
probabilidad que los dos alelos hagan parte de la teoria del epitope compartido los cuales

son mas frecuentes en pacientes con AR.

Tabla 5-3: Matriz de confusion y medidas de desempefio utilizando la red bayesiana con
dos variables genéticas.

AR Real NO AR Real
Clase AR predicha por la Red Bayesiana 7 7 50%
Clase NO AR predicha por la Red Bayesiana 2 12
77.77% 63.1% 67.85%

En la Figura 5-2 se muestran las curvas ROC para los dos clasificadores red neuronal y
red bayesiana utilizando dos variables. La curva de color azul corresponde a la red

neuronal tipo perceptron multicapa y la curva roja corresponde a la red bayesiana.

El area bajo la curva permite comparar diferentes tipos de clasificadores,
especificamente, el mejor clasificador se determina teniendo en cuenta la mayor area
bajo la curva ROC y la forma de dicha curva. La mejor curva es la que estd mas cerca a
los valores deseados de falsos positivos y de verdaderos positivos. De acuerdo con lo
anterior se observa en la gréafica que el clasificador neuronal representado en color azul
tiene un mejor desempefio con respecto al clasificador neuronal representado en color

rojo.
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Figura 5-2: Curvas ROC de los clasificadores la curva roja representa la red bayesiana y
la curva azul representa la red neuronal
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El segundo escenario que se plantea es utilizar los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia para clasificacion de la artritis reumatoide, para lo cual se usaron las cinco
variables implicadas en estos criterios: articulaciones inflamadas, articulaciones
dolorosas, factor reumatoide, proteina C reactiva y anticuerpos contra péptido citrulinado,

entre otras.

Como pre procesamiento de los datos se normalizan todas las variables, se utiliza una
red neuronal tipo perceptrén multicapa con 1 capa oculta que contiene 7 neuronas, una
tasa de aprendizaje de 0.2,con un aprendizaje supervisado mediante correccién del error,
se optimizaron parametros, se utilizé el 80% de los datos para entrenamiento y 20% de
los datos para prueba. En la Figura 5-3 se puede observar la red neuronal que se obtuvo.

o

o
ol
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Figura 5-3: Red neuronal perceptron multicapa utilizando cinco variables.

La matriz de confusién y las medidas de desempefio utilizando la red neuronal con 5

variables se presentan en la Tabla 5-4. La cual muestra que el modelo presenta una

exactitud de 89.28%, una precision de 85.71%, con una sensibilidad de 92.3% y una

especificidad de 86.66%.

Tabla 5-4: Matriz de confusion y medidas de desempefio de la red neuronal utilizando

cinco variables para clasificacion.

AR Real NO AR Real
Clase AR predicha por RN Perceptron 12 2 85.71%
Clase NO AR predicha por RN Perceptron 1 13
92.3% 86.66% 89.28%

Después se implementa una red bayesiana utilizando las cinco variables propuesta por el

Colegio Americano de Reumatologia, la red bayesiana fue desarrollada utilizando un




47

estimador simple y un algoritmo de busqueda TAN (Tree Augmented Naive Bayes), la red

se muestra en la Figura5-4.

Figura 5-4:Red bayesiana utilizando cinco variables.

AntiCCP articulacionflamada Jarticulaciondeloros

El disefio de la red bayesiana muestra la relacién de la variable PCR con las otras
variables FR, AntiCCP, articulaciones dolorosas y articulaciones inflamadas. De esta
manera, la probabilidad de determinar AR o NO AR se da a partir de la tabla de
probabilidad de PCR, la cual esta directamente relacionada con las otras variables.

La matriz de confusién y los valores de las medidas de desempefio de la red bayesiana

utilizando 5 variables se pueden observar en la Tabla 5-5.
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Tabla 5-5: Matriz de confusion y medidas de desempefio de la red bayesiana utilizando

cinco variables.

AR Real NO AR Real
Clase AR predicha por Red 12 1 92.3%
Bayesiana
Clase NO AR predicha por Red 1 14
Bayesiana
92.3% 93.33% 92.85%

En la Figura 5-5 se muestran las curvas ROC con los dos clasificadores red neuronal y

red bayesiana utilizando dos variables, el color rojo corresponde a la red bayesiana tipo

perceptrén multicapa y la curva azul corresponde a la red neuronal.

En la Figura 5-5 se observa que, segun la curva ROC, el clasificador bayesiano,

representado en color rojo, tiene un mejor desempefio que el clasificador neuronal,

representado en color azul.
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Figura 5-5: Curvas ROC de los clasificadores. La curva roja corresponde a la red
bayesiana y la curva azul a la red neuronal
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También se utilizé6 k-means como método de agrupacion, para los datos considerando
cinco variables segun los criterios del Colegio Americano de Reumatologia: PCR, FR,
anti CCP, nimero de articulaciones dolorosas y nimero de articulaciones inflamadas. Se
utilizé el coeficiente silueta para determinar el mejor k y utilizando una distancia
euclidiana. El la Figura 5-6 se muestra la grafica que presenta el coeficiente silueta con
respecto a cada k posible, donde se muestra que el mejor coeficiente se obtiene con un k

igual a 2.
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Figura 5-6: Grafica coeficiente silueta para agrupamiento de pacientes y controles
utilizando 5 variables
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A partir de los 138 datos se realiz6 el agrupamiento utilizando k-means sobre las
variables normalizadas. Los dos grupos se conformaron de la siguiente manera: el primer
grupo con 56 instancias y al segundo grupo con 82 instancias. El andlisis estadistico de

los dos grupos obtenidos se puede observar en las Tablas 5-6 y 5-7.

En el grupo 1 se observa que el valor del promedio del FR es de 63.54 lo cual es un valor
positivo con respecto a los valores normales para dicho examen de laboratorio y ademas
es mayor al obtenido en el grupo 2 que fue de 4.2. La desviacion estandar del anti CCP
del grupo 1 es de 76.05 con respecto a 40.28 del grupo 2, con lo cual se puede decir que

los grupos no son homogéneos como se esperaba.

Los promedios del ndmero de articulaciones inflamadas y dolorosas del grupo 1
fueron23.71 y 25, respectivamente. En contraste, los promedios del grupo 2 fueron 1.183
y 0.792. Lo anterior sugiere que los individuos del grupo 1 tiene un compromiso articular

mayor con respecto al grupo 2.
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Tabla 5-6: Andlisis estadistico de los datos que conforman el grupo 1

PCR FR Anti CCP | Articulaciones | Articulaciones
Grupo 1 Inflamadas Dolorosas
Promedio 2,34 63,54 109,11 23,71 25,00
Maximo 11,60 349,00 257,60 28,00 28,00
Minimo 0,00 19,00 3,00 4,00 14,00
Desviacion estandar 2,93 52,47 76,05 6,23 4,31

En el grupo 2 el promedio de los datos para la variable PCR fue de 0.11, el cual
corresponde a un valor cualitativo negativo para dicho examen de laboratorio, siendo el
maximo de 2.4 en este grupo. Por otro lado, en el grupo 1 el promedio fue de 2.34 con un

valor méaximo de 11.6.

Tabla 5-7: Analisis estadistico de los datos que conforman el grupo 2

PCR FR Anti CCP | Articulaciones | Articulaciones
Grupo 2 Inflamadas Dolorosas
Promedio 0,11 4,2 10,13 1,183 0,792
Maximo 2,4 92 213,4 28 12
Minimo 0 0 0 0 0
Desviacion estandar 0,43 16,15 40,28 4,45 2,71
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Los valores promedio de anti CCP varian considerablemente en los dos grupos, siendo el

promedio del grupo 1 de 109.11 y del grupo 2 de 10.13. Lo que indica, segun lo reportado

en la literatura, una predisposicion mayor a presentar la enfermedad. Al examinar estos

resultados se puede decir que los individuos del grupo 1 presentan una actividad mayor

de la enfermedad con respecto a los individuos del grupo 2.

En la Figura 5-7 se grafican las variables FR y anti CCP representandose con color rojo

el grupo 1 y con color azul el grupo 2de los dos grupos conformados. En el grafico se

puede observar que los individuos del grupo 1 toman valores mayores en la variables anti

CCP con respecto a los valores que toman los individuos del grupo 2, lo cual corrobora

los resultados reportados previamente en la literatura[57].

Figura 5-7: Visualizacion de las variables FR y Anti CCP. El color rojo corresponde al

250

225

200

175

150

AntiCCP
=
T
n

00

75

S0

25

-25

grupo 1y el color azul al grupo 2.

2
o ®
* e
ol : o o
° ... ® '.
© .."°
® o o
@ a a9
o
. e o ° . ®
» * e ®
o’ o ®
N o ¢ ® ®
e? Lo o D
-’*&3‘“ '
s

-50

-Z5 o

Z5 50 75 100 125 150

FR

175 200 225

También se disefiaron e implementaron varios modelos utilizando 11 variables: dos

variables genéticas correspondientes a los dos alelos del HLA DRB1; las variables

serologicas proteina C Reactiva, factor reumatoide y anticuerpos contra péptidos
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citrulinados y seis variables clinicas: edad, antecedente de tabaquismo, antecedente de
hipertension arterial, antecedente de dislipidemia, nUmero de articulaciones dolorosas y

numero de articulaciones inflamadas.

La red neuronal disefiada tuvo 7 neuronas para una capa oculta. Se aplico filtro de
nominal a binario para las variables de entrada, con una taza de aprendizaje de 0.3 y
momento 0.2. La red neuronal se entrend a través del método de retropropagaciéon del
error. Por otro lado, para la red bayesiana se utilizé un estimador simple y el algoritmo de
busqueda tipo TAN. Finalmente, se realiz6 agrupacion con k-means usando una

distancia euclidiana y para calcular el mejor k se utilizé el coeficiente de silueta.

La red neuronal tipo perceptron multicapa utilizando once variables obtuvo una exactitud
de 89.28% que corresponde a 25 instancias correctamente clasificadas de 28 instancias
de prueba. La correspondiente matriz de confusion y las medidas de desempefio se
presentan en la Tabla 5-8.

Tabla 5-8: Matriz de confusién y medidas de desempefio de la red neuronal utilizando

once variables para clasificacion.

AR Real NO AR Real
Clase AR predicha por RN Perceptrén 11 1 91.6%
Clase NO AR predicha por RN Perceptrén 2 14
84.61% 93.33% 89.28%

En la Figura5-8 se observa la red bayesiana implementada utilizando once variables para
clasificaciéon entre pacientes y controles, donde se pueden observar las dependencias

probabilisticas entre las variables utilizadas.
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Figura 5-8: Red bayesiana obtenida usando once variables.
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En la red bayesiana observamos las relaciones que se presentan entre las distintas
variables genéticas, clinicas y seroldgicas, principalmente la dependencia que se observa
entre la variable alelo 1 y las variables clinicas articulaciones inflamadas y articulaciones
dolorosas, esto nos demuestra la relacidn existen entre la genética de la enfermedad y

sus manifestaciones clinicas.

Con la red bayesiana se obtuvieron los siguientes resultados: de las 28 instancias de
prueba se clasificaron adecuadamente 25, que corresponde a un 92.85%, e
incorrectamente 3 instancias, que corresponde a un 7.15%, con una sensibilidad de
92.3% y una especificidad de 93.33%. La matriz de confusiobn y las medidas de

desemperfio se presentan en la Tabla 5-9.
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Tabla 5-9: Matriz de confusién y medidas de desempefio de la red bayesiana utilizando

once variables para clasificacion.

AR Real NO AR Real
Clase AR predicha por Red Bayesiana 11 1 92.3%
Clase NO AR predicha por Red Bayesiana 2 14
92.3% 93.33% 92.85%

Los nodos en la red bayesiana se relacionan mediante probabilidades de que un suceso

ocurra, por ejemplo, en este caso para calcular la probabilidad de que una persona sufra

de artritis reumatoide .En la Figura5-9 se muestra la tabla de probabilidad de que una

persona presente artritis reumatoide dado que tiene antecedentes de hipertension arterial

y antecedentes de tabaquismo.

Figura 5-9: Relacion entre la red bayesiana y la probabilidad de cada una de las
variables con el desenlace de artritis reumatoide.
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En el grafico se observan las tablas de probabilidad obtenidas a partir de la red
bayesiana para calcular la probabilidad de AR, en el ejemplo se observa la probabilidad
por alelo segun valores del factor reumatoide.

También se realiz6 una agrupacién con los datos de los 63 pacientes. Esto hace parte
del estudio de clasificacion de severidad de la enfermedad. Se utilizé el valor del
coeficiente silueta para determinar el mejor nUmero de grupos. La Figura 5-10 muestra
los valores del coeficiente silueta para varios valores de k. EI mejor valor del coeficiente
silueta se obtiene para k = 2.
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Figura 5-10: Coeficiente silueta para agrupamiento de pacientes
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Para esto se utiliz6 k-means sobre las variables normalizadas para identificar entre los

pacientes aspectos relacionados con la severidad de la enfermedad. Se hizo una

agrupacion en dos grupos, los cuales quedaron conformados de la siguiente manera: el

primer grupo con 40 individuos y el segundo grupo con23 individuos. El andlisis

estadistico de los dos grupos obtenidos se puede observar en las Tablas 5-10 y 5-11.

Tabla 5-10: Analisis estadistico de los datos que conforman el grupo 1

PCR FR Anti CCP | Articulaciones | Articulaciones
Grupo 1 Inflamadas Dolorosas
Promedio 1,82 66,53 32,13 23,26 24,08
Maximo 7,8 349 225,4 28 28
Minimo 0 19 3 4 4
Desviacion estandar 2,18 75,79 49,95 7,88 7,07
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Tabla 5-11:Analisis estadistico de los datos que conforman el grupo 2

PCR FR Anti CCP | Articulaciones | Articulaciones
Grupo 2 Inflamadas Dolorosas
Promedio 2,47 59,33 155,05 22,25 22,78
Maximo 11,6 123 257,6 28 28
Minimo 0,1 19 68,3 4 9
Desviacion estandar 3,08 28,25 46,49 6,66 6,15

Al comparar los dos grupos, se identificd que el promedio de articulaciones inflamadas y
dolorosas entre los dos grupos fue similar, siendo para el grupo 1 de 23.26 y 24.08 con
respecto al grupo 2 que fue de 22.25 y 22.78, respectivamente. Por lo cual, estas dos
variables no son discriminantes. Por el contrario, el promedio de la variable anti CCP del
grupo 1 fue 32.13 y del grupo 2 fue 155.05, lo que puede sugerir una enfermedad mas
activa en el grupo 2 con respecto al grupo 1. También, al analizar las desviaciones

estandar del anti CCP se puede inferir que esta variable puede llegar a ser discriminante.

Los valores para la variable FR fueron: para el grupo 1 un maximo de 349 y un minimo
de 19 con una desviacién estandar de 75.79 y para el grupo 2 un maximo de 123 y un
minimo de 19 con una desviacion estandar de 28.25, todos estos valores son positivos
con relacion a los valores normales paraesta prueba de laboratorio. Lo que concluye que
los individuos pertenecientes a estos grupos presentan una actividad de la enfermedad,
de forma similarel promedio de articulaciones inflamadas y dolorosas, los cuales
fuero,para el grupo 1, el promedio de articulaciones inflamadas y dolorosas fue de 23.26
y 24,08, y para el grupo 2 de 22,25 y 22,78 respectivamente lo cual muestra también
actividad de la enfermedad. En la Figura 5-11 se puede observar el grafico que
representa el numero de articulaciones inflamadas con respecto a los valores de anti

CCP. Se pueden observar claramente para estas dos variables los dos grupos. Las
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muestras del grupo azul estdn densamente agrupadas en torno a la media de Anti CCP.

Mientras que los datos del grupo rojo presentan una dispersion significativamente mayor.

Figura 5-11: Distribucion de los grupos segun las variables articulaciones inflamadas y
anti CCP.
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5.3 ldentificacion de endofenotipos en pacientes con
AR.

Por otro lado, para la identificacion de endofenotipos se realiz6 el alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de los distintos alelos correspondiente a pacientes con un
desenlace en comun. Esto se hizo usando clustalw [58], Para este caso se seleccionaron
los alelos de los pacientes con 28 articulaciones comprometidas como criterio de
severidad y se realizé el alineamiento de las secuencias correspondientes calculando
una matriz Blosum62. Como resultado se encontraron secuencias comunes, ademas de

las secuencias de la teoria del Epitope compartido.
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Se realiz6 primero la identificacién de la identidad entre las secuencias de aminoacidos
gue corresponden a pacientes con 28 articulaciones comprometidas; el resultado se

puede ver en la Figura 5-12.

Figura 5-12: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de pacientes con 28

articulaciones comprometidas.
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En la Figura 5-13 se observa que las secuencias de aminoacidos QVKH y WQPKR son
comunes en pacientes gque tienen 28 articulaciones comprometidas, lo cual sugiere que
estan asociadas con este desenlace. En el recuadro rojo se resalta el area
correspondiente al epitope compartido. En este estudio se logré determinar que, ademas
de las secuencias de aminoacidos comunes entre pacientes con AR, también existen
otras secuencias de aminoacidos comunes entre pacientes, las cuales pueden ser

candidatas para la posible identificacion de desenlaces de la enfermedad.

Figura 5-13: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de pacientes con 28
articulaciones comprometidas; con el recuadro rojo se resalta el area correspondiente al

epitope compartido y con el recuadro negro las secuencias en comun.
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Se realizé un andlisis de los datos tipificados en el HLA DRBL1 y la informacion clinica de
los pacientes con artritis reumatoide y de los controles. Esto se realiz6 a partir de la
hipotesis del epitope compartido para esto se calculo la frecuencia de cada alelo entre
los pacientes y los controles. En la Tabla 5-12 se muestran los resultados obtenidos. De
las 138 personas que participaron en el estudio se identificaron 59 alelos diferentes para
el HLA DRB1, de los cuales 8 son homocigotos y pertenecen a 4 pacientes (0101, 0103,
0441, 0701) y 4 controles (0701, 1101, 0802, 1303).
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Tabla 5-12: Resultados del andlisis de alelos HLA DRB1 en pacientes y controles. Los
alelos 0101, 0102, 0105, 0401, 0403, 0404, 0405, 0408, 0410, 0428, 0433, 0440, 0442,
1001, 1344, 1402 corresponden al epitope compartido.

Frecuencia | Frecuencia Frecuencia | Frecuencia Frecuencia | Frecuencia
Alelo alelo en alelo en Alelo alelo en alelo en Alelo alelo en alelo en

Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes | Controles
0101 13 7 0428 0 0 1102 1 2
0102 2 4 0431 0 0 1104 0 2
0103 1 1 0433 1 0 1122 1 0
0105 1 0 0436 0 0 1201 1 1
0301 5 6 0440 1 0 1202 0 1
0302 0 1 0441 3 0 1301 3 4
0305 1 0 0442 1 0 1302 2 5
0306 1 0 0448 1 0 1303 1 3
0312 0 0 0501 0 1 1304 1 0
0317 1 0 0701 11 19 1322 1 0
0320 0 0 0707 1 0 1332 0 0
0401 1 2 0801 2 3 1334 0 0
0402 1 2 0802 4 10 1344 2 0
0403 3 23 0803 0 1 1401 5 4
0404 5 6 0816 1 0 1402 4 5
0405 8 1 0825 1 0 1501 9 14
0407 8 1 0901 3 3 1502 1 0
0408 1 0 0902 1 0 1601 3
0410 1 0 1001 2 4 1602 8 0
0411 0 0 1101 2 8
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La Figura 5-14 muestra el histograma para los alelos HLA DRB1. Los alelos mas

frecuentes en los datos correspondientes a pacientes se presentan en la Tabla 5-13:

Figura 5-14: Histograma de los alelos HLA DRB1 para el alelo 1.

Tabla 5-13:Frecuencia de alelos en pacientes.

Alelo Frecuencia en pacientes | Porcentaje
*0101 13 10.3%
*0701 11 8.7%
*1501 9 7.1%
*0405 8 6.3%
*0407 8 6.3%

Los alelos mas frecuentes en los controles sanos se presentan en la Tabla 5-14:

Tabla 5-14: Frecuencia de alelos en controles.

Alelo Frecuencia en controles Porcentaje
*0403 23 15.3%
*0701 19 12.6%
*1501 14 9.3%
*0802 10 6.6%
*1101 8 3.3%

Las secuencias QKRAA, QRRAA y RRRAA que corresponde a los aminoécidos de los
alelos del epitope compartido, se repitieron 98 veces en los datos analizados, estas se
relacionan con el epitope compartido. Esto significa que estas secuencias hacen parte de
las reportadas en la literatura como epitope compartido[2].

A partir de esta informacioén, para cada uno de los alelos en estudio se encontraron las

secuencias que se muestran en la Tabla 5-15.
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Tabla 5-15: Correspondencia entre alelos y secuencias de aminoacidos. Las secuencias

de aminoéacidos en QKRAA, QRRAA y RRRA corresponden al epitope compartido.

Secuencia de Alelos Pacientes | Controles Total
aminoacidos sanos
QKRAA 0401, 0433 2 2 4
QRRAA 0101, 0102, 0105,
0403, 0404, 0405, 42 46 88
0408, 0410, 0428,
0440, 0442, 1344,
1402.
RRRAA 1001 2 4 6
DERAA 0103, 0402, 1102,
1301, 1302, 1304, 10 14 24
1322, 1332, 1334.
DRRGQ 0701 11 19 30
QARAA 1501 9 14 23
DRRAL 0802 4 10 14
QKRGR 0301 5 6 11
QRRAE 0407 8 1 9
DRRAA 1101 2 8 10

Se realizé un alineamiento entre las distintas secuencias de aminoéacidos de los alelos. El

resultado de este alineamiento se muestra en la Figura 5-15.

Con los datos utilizados en el presente estudio se confirma la hip6tesis del epitope

compartido en los pacientes colombianos con AR, esto a partir de que los alelos mas

frecuentes y que corresponden a las secuencias QKRAA, QRRAA y RRRAA estan

presentes en los pacientes con AR, se logra identifica el alelo 0101 implicado en la AR es

el mas frecuente en pacientes con AR.
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Figura 5-15: Alineamiento de los distintos alelos HLA DRB1.

seg0101
seg0105
seq0102
seg0103
seg0410
seq0411
seg0401
seg0433
seq0408
segl428
seqg0448
seg0405
seg0407
seqg0436
segllaz
seqg0442
secq0440
seg0441
seg0403
seqg0404
seg0402
seq0312
seg0320
seg0305
seq0301
seqg0306
=eN3N2

YNQEESVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV
YNQEESVRFDSDVREYRAVTELGRPDAEYWNSQEDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV
YNQEESVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGAVESFTV
YNQEESVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDILEDERAAVDTYCRHANYGVGESFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPSAEYWNSQEDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFEFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQRRAEVDTYCRHNYGVVESFEFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKRAAVDTYCRHNYGVGESFTV
YHQEEYVHFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQEDLLEQKEKRAAVDTYCRHNYGVGESFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV
YHQEEYVRFDSDVGEFRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHANYGVGESFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPSAEYWNSQEDLLEQRRSAVDTYCRHNYGVGESFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPSAEYWNSQRKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAEVDTYCRHNYGVGESEFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDFLEDRRAAVDTYCRHNYGVVESFEFTV
YNQEEYVRFDSDVGEFRAVTELGRPDEEYWNSQKDFLEDRRAAVDTYCRHNYGVGE————
YHQEEYVRFDSDVGEFRAVTELGRPDAEYWNSQEDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFEFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDGEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFEFTV
YHQEENVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAEVDTYCRHNYGVVESFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQEDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFEFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQRKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFEFTV
YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDILEDERAAVDTYCRIHNYGVVESETV
HNQEENVRFDSDVGEFRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQKERGRVDNYCRHNYGVVE————
HNQEENVRFDSDVGEFRAVTELGRPDAEYWNSQRKDLLEQEKRGRVDNYCRHNYGAVESFTV
HNQEENVRFDSDVGEFRAVTELGRPDAEYWNSQEDLLEQKEKRGRVDNYCRHNYGVGESFTV
HNQEENVRFDSDVGEFRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQK RVDNYCRHNYGVVESFTV
HNQEENVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQRKDLLEQKEKRGRVDNYCRHNYGVVESFEFTV
HNORRNTR FNSNVERYRATVTRT.AR PRARVEHN SORNT.T.ROKRARTONYCR HNVEVER S FTT

120
86
120
120
120
120
120
86
120
86
86
120
120
86
82
86
86
86
120
120
120
80
86
86
120
120
a1

Finalmente, se cred un arbol entre los alelos de los pacientes con AR por el método de

distancia promedio (average distance) usando Blosum62 [59] con el fin de buscar

cercania genética entre los alelos para posteriormente asociarlos con lo reportado en la

literatura. En la Figura 5-16se presenta el arbol encontrado, el cual fue obtenido usando

Jalview.
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Figura 5-16: Arbol de distancia entre secuencias de aminoéacidos de los distintos alelos

HLA DRB1.
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En la Figura 5-16 se observan los grupos que se forman a partir de informacion de los

pacientes. Alli se identifican algunos grupos que verifican lo que ha sido reportado en la

literatura sobre criterios de severidad. Particularmente se forman grupos con riesgo alto
gue corresponde a los alelos 0401 y 1303, riesgo intermedio 0101, 0102, 0404, 0405,
0408, 1001, 1402 y riesgo bajo que corresponde a los alelos 0103, 0402, 03, 0403, 0407,
0411, 07, 08, 09, 1101, 1102, 1103, 1104, 12, 1301, 1302, 1323, 1401, 1404, 15, 16.

En la Tabla 5-16 se presenta los grupos obtenidos por cercania genética a partir de la

secuencia de amino&cidos correspondiente a cada alelo los cuales se pueden comparar

con resultados previos obtenidos en otros estudios como el que se presenta en la Tabla

5-17.



Tabla 5-16: Grupos de alelos obtenidos a partir del arbol de cercania genética

Grupo Alelos

1 0105

2 0902

3 0433, 0707

4 0428, 0442, 0305
5 0448, 0440, 0441
6 0436

7 0320

8 0317

9 1344

10 1320, 1322, 1334
11 1433

12 1303, 1304, 1332
13 0816

14 0825

15 0101, 0102, 0103,
16 1501, 1601, 1602
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Tabla 5-17: Tabla de riesgo de AR segun alelos, tomada de Classification of HLA-DRB1
alleles according to the third hypervariable region of the DR 3 chain and their association

with RA in French caucasian patients (Data adapted from du Montcel et al.)

DRp—chain amino acid (shared epitope)

HLA-DRB1

Disease

allelel

67

68

69 70 71 72

73

74

Association*

sm .

DRB1°0101
DRB1°0102
DRB1°0404
DRB1°0405
DRB1°0408
DRB1"1001
DRB11402

-

m
o
o
s

[ s R |

=

=

Int risk
+

bt

Sap
DRB11101
DRB1'1104
DRB112
DRB1°16

m T mm

|
oooo

|

|

Low risk

Sy
DRB1°0103
DRB1°0402
DRB1°1102
DRB1°1103
DRB1*1301
DRB1°1302
DRB1°1323
DRB1"15

[

| Ooooooog
I= MMM omommm
[ T T I |

Low risk

Sz
DRE1°0401
DRB171303

High risk
+
+

X

DRB1°03
DRB1'0403
DRB1'0407
DRB1'0411
DRB1°07
DRB1°08
DRB1°09
DRB1'1401
DRB1'1404

I mm =

|

|
(I T Y O B B

|

DIDmBDOOI

N o)

mimrommm™D

Low risk
+/=




69

6.Discusion.

Mediante técnicas computaciones, como las redes neuronales, utilizando dos variables
genéticas se logré clasificar a pacientes con AR y controles sanos, logrando clasificar
adecuadamente el 85.71% de los datos. Por otro lado, una red bayesiana logré clasificar

de manera adecuada el 67.85% de los datos.

Utilizando los criterios del Colegio Americano de Reumatologia, es decir cinco variables,
se logré6 mejorar el desempefio de los modelos. En el caso de la red neuronal se logré
clasificar adecuadamente el 89.28% de los datos. Con la red bayesiana con cinco
variables se clasific6 adecuadamente el 92.85% de los datos. Por otro lado, la red
neuronal utilizando 11 variables clasific6 adecuadamente el 89.28% vy la red bayesiana
clasific6 adecuadamente el 92.85% de los datos.

Los resultados obtenidos con k-means con el grupo de 138 individuos permitieron
determinar que el grupo 1 presentaba una susceptibilidad mayor a presentar AR dada por

los resultados de las variables analizadas.

Posteriormente, se realiz6 un nuevo agrupamiento con pacientes para determinar
severidad de la enfermedad. Al utilizar el coeficiente silueta se determino que le mejor
agrupamiento se logra con dos grupos. Al comparar los dos grupos, se identifico que el
promedio de articulaciones inflamadas y dolorosas entre los dos grupos fue similar, por lo
cual, estas dos variables no son discriminantes. En contraste, la variable anti CCP resulté
discriminante para la condicion de severidad de la enfermedad. Por otro lado, los valores

para la variable FR son cualitativamente positivos, lo cual solo indica que los individuos



70

pertenecientes a estos grupos presentan una actividad de la enfermedad. Algo similar se

puede observar para las articulaciones inflamadas y dolorosas.

Adicionalmente, en la red bayesiana se identificaron relaciones significativas entre las
variables, tales como la relacion entre el nimero de articulaciones inflamadas y dolorosas
con las variables seroldgicas y las variables genéticas. Este hallazgo esta acorde con los
resultados obtenidos en [49], donde analizaron las relaciones existente entre los
fenotipos y biomarcadores en un estudio de AR. Por lo cual, en esta tesis a través de los
métodos computaciones mencionados se encontraron relaciones de dependencia entre
estas variables, principalmente usando los modelos bayesianos. Las tablas de los valores
de las probabilidades correspondientes indican la posibilidad de que una persona

presente artritis reumatoide.

En la Figura 6-1se observan las tablas de probabilidad y las relaciones de dependencia
existente entre las distintas variables, dado es el caso de relacion de dependencia
existente entre anti CCP, PCR y AR. Otra relacion que se observa es la dependencia
directa entre las articulaciones inflamadas y las articulaciones dolorosas. También se
evidencia que existe una probabilidad mayor de presentar AR en los individuos que

presentan una PCR mayor de 0.05, FR mayor de 9.5 y un anti CCP mayor de 1.5.
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Figura 6-1: Red bayesiana y sus tablas de probabilidades para la AR

Art. Dolorosas

AntiCCP

rticulacionflamadg

Articulaciones

rticulaciondolorosg

Articulaciones

= Ant cc? Inflamadas Dolorosas
AR| PCR <9.5 >9.5 AR | PCR <15 >15 AR | PCR <2 >2 AR| PCR <2 »2
0 | <0.05| 0.993 | 0.007 0 | <0.05| 0.993 | 0.007 0 | <0.05| 0.993 | 0.007 0 | <0.05| 0.993 | 0.007
0 | »0.05 | 0.05 0.5 0 | »0.05 0.5 0.5 0 | >0.05 0.5 0.5 0 | =0.05 0.5 0.5
1| <0.05| 0.25 0.75 1 | <0.05 | 0.25 0.75 1 | <0.05 | 0.25 0.75 1| <0.05| 0.25 0.75
1 | »0.05 | 0.008 | 0.992 1 | »0.05 | 0.008 | 0.992 1 | »0.05 | 0.008 | 0.992 1 | »0.05 | 0.008 | 0.992

Por otro lado, en este estudio se identificaron 59 diferentes alelos del HLA DRB1 en la

muestra estudiada de los 138 individuos entre pacientes y controles, siendo el alelo mas

frecuente en pacientes el *0101, el cual esta implicado en la teoria del epitope

compartido, lo cual confirma lo reportado en la literatura[2].

Finalmente, mediante el alineamiento de las secuencias de aminoacidos del HLA DRB1

se identificaron secuencias comunes en los pacientes con un grado de severidad

determinado por tener 28 articulaciones dolorosas o inflamadas. Se encontraron las

posibles secuencias comunes QVKR Y WQPKR entre estos pacientes.
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7.Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

En este trabajo se realizd el analisis de un conjunto de datos de pacientes con artritis
reumatoide aplicando métodos de inteligencia computacional con el fin de tratar de
identificar endofenotipos para la enfermedad. Los datos incluian informacién genética,
clinica y serolégica. También se trataron de obtener marcadores para determinar la
severidad de la enfermedad en los pacientes.

Se identificaron las relaciones de dependencia entre algunas de las variables a través de
una red bayesiana. Especificamente se establecié que las variables anti CCP y el factor
reumatoide estan implicadas de manera significativa en la enfermedad. También, se
identificaron endofenotipos relacionados con la severidad de la enfermedad en pacientes;
particularmente se identificaron secuencias de aminoacidos comunes entre pacientes con

el mismo desenlace.

Se concluyé que utilizando técnicas de inteligencia computacional y bioinforméatica fue
posible desarrollar modelos computacionales que utilizando informacion genética y
clinica logran clasificar entre pacientes y controles sanos, asi como también clasificar

segun criterios de severidad a los pacientes.
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7.2 Recomendaciones

Se sugiere realizar analisis similares al llevado a cabo en este trabajo sobre conjuntos
con un mayor nimero de datos para confirmar los resultados de este estudio y para tratar

de identificar otros endofenotipos para la artritis reumatoide.

Por otro lado, se sugiere aplicar otras técnicas de inteligencia computacional, tales como
maquinas de soporte vectorial, técnicas como boosting y bagging, para clasificar y

diferenciar entre los pacientes y controles sanos.

Se recomienda también trabajar en la busqueda de otras secuencias comunes entre los
distintos pacientes con grados de severidad similares, realizando un estudio similar al de
esta tesis, incluyendo otras variables como niveles elevados del Factor Reumatoide,

niveles elevados de anticuerpos contra Péptidos Citrulinados y HAQ elevados.

Se recomienda en un trabajo futuro desarrollar una aplicacion Web que permita

automatizar la metodologia de analisis aplicada en esta investigacion.
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