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La artritis reumatoide es una enfermedad sistémica autoinmune, crénica, que afecta
principalmente las articulaciones que tienen movimiento. La enfermedad es mucho mas
frecuente en mujeres y su prevalencia en la poblacién latinoamericana es cercana al 0,5%. La
existencia de agregacion familiar (A .= 2-17) indica su carécter hereditario. Sin embargo, 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 comprensién de los mecanismos patogénicos de la enfermedad, su posible aplicacion
clinica como marcadores de riesgo, diagnostico, prondstico, e incluso, blanco terapéutico.
Mapeos genéticos llevados a cabo en diversas poblaciones en busca de loci y genes candidatos
han identificado la regién HLA como aquella con mayor evidencia de ligamento. Sin embargo,
su fraccién etiolégica corresponde sdélo a un tercio de la susceptibilidad genética de la
enfermedad. Esto indica que genes diferentes al HLA también estan implicados en la
susceptibilidad a desarrollar artritis reumatoide. En Latinoamérica, los alelos HLA-DRB1*0404
y TNF -308A han sido asociados de manera uniforme con la artritis reumatoide. En el presente
articulo se revisan los factores genéticos de la artritis reumatoide en el marco de una
aproximacion légica y ordenada establecida por la epidemiologia genética, y se ofrecen algunas
recomendaciones para futuros estudios en poblaciones latinoamericanas.

Palabras clave: artritis reumatoide, epidemiologia, enfermedades autoinmunes, complejo
mayor de histocompatibilidad, antigenos HLA, América Latina.

Genetic epidemiology of rheumatoid arthritis: What to expect from Latin America?

Rheumatoid arthritis is a chronic and systemic autoimmune disease characterized by
inflammation and destruction of the synovial joints. It affects approximately 0.5% of the Latin-
American population and is three times more common in women than in men. Evidence of
familial aggregation (A =2-17) was the first indication of a genetic susceptibility to disease. As
in other autoimmune diseases, it has a complex genetic basis. Results from whole-genome
scans indicate that the HLA region contains a significant and consistent set of linked loci.
However, HLA accounts for only one-third of the genetic susceptibility of disease, indicating
that non-HLA genes are also involved in the disease susceptibility. In Latin-America, association
with HLA-DRB1*0404 and TNF -308A alleles has been uniformly established; however, many
other candidate genes remain to be studied. The identification of genetic factors conferring
susceptibility to rheumatoid arthritis will contribute to the knowledge of the pathogenic
mechanisms, ability to predict its occurrence, the development of diagnostic tools, prognosis,
and treatment. The genetic epidemiology of rheumatoid arthritis is herein reviewed; a set of
recommendations is provided for the design, analysis and interpretation of genetic association
studies in the context of Latin-American populations.
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EPIDEMIOLOGIA GENETICA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE
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La artritis reumatoide es una enfermedad articular
autoinmune, inflamatoria y crénica, que afecta
principalmente a las mujeres. Con frecuencia
compromete otros érganos distintos a las
articulaciones y tiene un impacto adverso en la
esfera biopsicosocial. Aunque su causa es
desconocida, se han identificado factores
endocrinos, ambientales y genéticos involucrados
en su desarrollo, los cuales pueden variar de una
poblaciéon a otra (1). Al igual que otras
enfermedades autoinmunes, desde el punto de
vista genético, ésta es una enfermedad compleja,
es decir, su herencia no obedece las leyes
mendelianas y es poligénica (2). La complejidad
se extiende a factores no genéticos, pues mas
alla de las exposiciones ambientales, como el
cigarrillo, éstos incluyen eventos estocasticos,
evolutivos e histéricos que hacen de la
enfermedad un fenémeno poblacional mas que
individual (3).

La comprension de la relacién entre genotipo y
fenotipo es posible gracias a la epidemiologia
genética, disciplina que estudia el papel de los
factores genéticos y su interaccion con factores
no genéticos (ej. ambientales) en la etiologia de
una enfermedad (4). La epidemiologia genética
considera también el efecto de la accion de los
genes y los mecanismos de herencia de las
enfermedades (4). En el presente articulo se
revisan los factores genéticos de la artritis
reumatoide en el marco de una aproximacién
l6gicay ordenada, establecida por la epidemiologia
genética (1).

¢ Qué tan fuerte es el componente genético de
la artritis reumatoide?

Agrupamiento familiar

El primer paso para establecer si una enfermedad
tiene un componente genético consiste en evaluar
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si existe agregacion familiar y, posteriormente,
examinar la segregacion (4). La observacion mas
simple que implica un factor genético en una
enfermedad es la presencia de multiples casos
de la misma dentro de familias extendidas,
fenémeno conocido como agrupamiento familiar
(5). Sin embargo, este fenémeno debe
cuantificarse mediante la comparacién de la
prevalencia de la enfermedad en grupos de
individuos con diferente grado de relacién
genética. Entre gemelos monocigotos,
genéticamente idénticos, existe una tasa de
concordancia elevada de artritis reumatoide (12%
a 15%) comparada con la observada en gemelos
dicigotos y hermanos de individuos afectados (2%
a 4%) con quienes comparten el 50% del material
genético (3). A su vez, la frecuencia en los
familiares cercanos de los pacientes es mayor
que en la poblacién general, en la que la
prevalencia oscila entre 0,24% y 1%, siendo de
aproximadamente 0,4% en la poblacién
latinoamericana (6).

Agregacion familiar

A diferencia del sentido clinico propio del
agrupamiento familiar, la agregacion familiar es
una medida epidemiolégica estimada por el riesgo
recurrente A, (donde R representa el tipo de
familiares de los casos afectados en los cuales
se calcula la prevalencia de la enfermedad y luego
se divide por la prevalencia en los familiares de
los individuos sin el rasgo). Para la artritis
reumatoide, la agregacién familiar en hermanos
de los afectados (A ,.......) vVaria entre 2'y 17%,
dependiendo de la prevalencia de la enfermedad
en la poblacién con la que se compare, lo que
subraya la importancia de realizar este tipo de
estudios en grandes cohortes compuestas por
familias y pares de hermanos afectados (3). Por
otro lado, también se ha demostrado aumento de
la frecuencia de otras enfermedades autoinmunes
en familiares de pacientes con artritis reumatoide
(7), asi como agregacion familiar de artritis
reumatoide en familiares de pacientes con otras
enfermedades autoinmunes tales como lupus
eritematoso sistémico (8,9) y sindrome de Sjégren
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primario (10), lo que indica que existe agregacion
familiar de autoinmunidad en general, mas que
de una enfermedad autoinmune en particular. Este
concepto se conoce también como autoinmunidad
familiar. Es importante distinguir este término del
concepto de autoinmunidad compartida, el cual
hace referencia a aquellos pacientes que poseen
manifestaciones seroldgicas o clinicas de dos o
mas enfermedades autoinmunes (11). El punto
comun de estas observaciones es que sugieren
determinantes genéticos compartidos para
diferentes enfermedades autoinmunes (12).

Heredabilidad

Para estimar de forma mas precisa hasta donde
la agregacion familiar es causada por factores
genéticos, se requiere un modelo biolégico
racional que especifique cémo el fenotipo de
interés puede ser modulado por el efecto de uno
0 mas genes. Un modelo de componentes de
varianza permite estimar la fraccion de la
variabilidad total (o%) atribuible a los efectos
genéticos (0?,), tanto aditivos (c,) como no
aditivos (0°_), denominandola heredabilidad (13).
A partir de estudios en gemelos, se estima que la
heredabilidad de la artritis reumatoide es
aproximadamente del 60%, independientemente
de la prevalencia, sexo, edad de inicio o gravedad
de la enfermedad (14). El poder estadistico de
los estudios de identificacion de genes es
directamente proporcional a la heredabilidad del
rasgo de interés.

¢ Existe un gen con un efecto suficiente que
justifique los estudios para identificarlo?

Andlisis de segregacion

A partir de la evidencia de agregacion familiar, el
andlisis de segregacion investiga si la enfermedad
puede explicarse por el efecto de uno o varios
genes principales y busca un modelo probable de
transmision dentro de las familias. Se han
postulado varios modelos de herencia para las
enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoide que incluyen un patrén monogénico
autosOmico recesivo (15), autosémico dominante
(16, 17), de dos loci (18) y poligénico (19). El
modelo mas aceptado propone que la artritis
reumatoide y las enfermedades autoinmunes,
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tomadas en conjunto, son el resultado del
pleiotropismo de un gen mayor (probablemente
en laregion del HLA) sumado a mdltiples efectos
poligénicos menores (7) que podrian dirigir el
blanco de la respuesta autoinmune.

¢En qué lugar del genoma puede estar el gen
causante?

Anadlisis de ligamento

La incorporacion de la biologia de la
gametogénesis y la recombinacion meidtica a un
modelo matematico permite mapear el genoma
en busca de loci de susceptibilidad para una
enfermedad partiendo de la tipificacién de
marcadores genéticos y el analisis de su
cosegregacion con el rasgo de interés en
individuos relacionados (20). En una enfermedad
compleja como la artritis reumatoide se utilizan
métodos no paramétricos, es decir, que no
requieren la especificacion de un modelo de
herencia, y en los cuales se asume que entre pares
de hermanos afectados (ASP) existe un exceso
de haplotipos idénticos por descendencia (IBD)
en las regiones donde se ubican los genes
causantes de la enfermedad (21).

A la fecha, se han realizado varios mapeos
genéticos para artritis reumatoide en poblacién
japonesa (22,23), inglesa (24,25), europea (26,27)
y norteamericana (28-30). Todos estos estudios,
menos uno (22), identifican a la regiéon HLA como
la Unica que tiene evidencia significativa de
ligamiento (LOD score > 3,6 0 p < 2 x 10°)(21)
(cuadro 1). El locus HLA de clase Il se reconoce
de forma consistente como el principal factor de
riesgo genético para la artritis reumatoide en
diversas poblaciones, asi su fraccion etiol6gica
corresponda sélo a un tercio de la susceptibilidad
genética de la enfermedad (31). Esto indica que
genes diferentes al HLA también estan implicados.
Sin embargo, la mayoria de los resultados de los
estudios que han investigado loci no-HLA en artritis
reumatoide no han sido replicados.

Lainconsistencia de los resultados es explicable
en gran parte por el bajo poder estadistico que
poseen los estudios de ligamiento para detectar
genes con efectos individuales moderados o
bajos, poder que ademas se ve afectado por el
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tamano limitado de la muestra, el tipo de
marcadores utilizados, los errores de tipificacién
y la heterogeneidad tanto clinica como genética
propia de la artritis reumatoide (20).

Existen varias estrategias que permiten confirmar
si la ausencia de replicacion se debe al poder
estadistico o si los loci ligados corresponden a
falsos positivos (error tipo 1). La principal consiste
en repetir el analisis de ligamento en otro grupo
de familias provenientes de la misma poblacién,
y analizar el segundo grupo de pacientes como
una muestra independiente o por medio de un
analisis combinado. La figura 1 ilustra los
resultados obtenidos mediante esta aproximacion
por el grupo norteamericano NARAC (North
American Rheumatoid Artritis Consortium) (28,29).
Las regiones 1p13, 6p21 y 18921, identificadas
en el primer mapeo genético, fueron replicadas
en un segundo grupo de 216 familias (332 ASP)
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Figura 1. Regiones de ligamiento para artritis reumatoide.
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con nueva evidencia de ligamento en 9¢q22 y
10g21. Es importante notar que laregién no HLA
con mayor ligamiento en el primer mapeo (4922)
no alcanzé evidencia nominal (p < 0,05) en el
analisis combinado de las 512 familias (cuadro 1)
(28,29).

Menos consistentes fueron los resultados en la
cohorte inglesa de la ARC (Arthritis Research
Campaign) (figura 1). Ninguno de los marcadores
para los cuales hubo exceso de alelos IBD en el
estudio de MacKay et al. (24) mostré evidencia
de ligamento en un posterior andlisis realizado por
Eyre et al. (32). Aparentemente, el segundo grupo
de familias diferia significativamente del primero
en términos de edad de inicio de la enfermedad y
nimero de individuos portadores de alelos
codificantes para el epitope compartido (SE), el
cual corresponde a una secuencia similar en las
posiciones 70-74 de la cadena (3 del HLA-DRB1
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La figura muestra las regiones cromosémicas donde se ubican los loci con evidencia de ligamiento (p < 0,05) en las
cartografias genéticas realizadas para artritis reumatoide en poblacién japonesa (22,23), inglesa (24,25), europea (26,27)
y norteamericana (28-30). No6tese que la region del complejo mayor de histocompatibilidad es la Unica region del genoma
ligada de forma consistente en todas las poblaciones estudiadas. En amarillo se ilustran los resultados de la poblacién
japonesa, en verde, de la poblacién inglesa exclusivamente, en rojo, de la poblaciéon europea y en azul, de la poblacién

norteamericana.
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Cuadro 1. Mapeos genéticos para artritis reumatoide publicadas de 1999 a mayo de 2006.
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Autor, afio Cornelis, Shiozawa, Jawaheer, MacKay, Jawaheer, Eyre, Osorio, John, Tamiya, Amos,
1998 (26) 1998 (22) 2001 (28) 2002 (24) 2003 (29) 2004(32) 2004 (27) 2004(25)  2005(23) 2006 (30)
Poblacion Europea Japonesa EUA Inglesa EUA Inglesa Europea Inglesa Japonesal ll EUA
de estudio
No. familias PD 41 257 182 512 377 3 157 940 casos 642
No. ASP B 45 301 208 333 425 105 217 y controles 1371
Tipo de STR STR STR STR STR STR STR SNP STR+S SNP
marcador
No. 309 no-HLA 358 379¢/10cM 365 c/10cM 379 ¢/10cM 91* 1,088¢/3,3 11245¢/0,8 27039 STR 5850
marcadores c/12cM. ¢/10,8cM cM cM ¢/100kb,
totales 17HLA 165" tSNP,
c/47cM 69 AIM.
Andlisis de SIBPALNA  SIB-ADONE SIBPAL MAPMARKER/ SIBPAL  MAPMARKER/ ALLEGRO MERLIN Método PEDSTATS
datos SIBPAIR LODPAL SIBS ASPEX SIBS GENIBD Pritchard. SNPLINK
GeneHunter GeneHunter ETD (SAGE)- MCFishman. Merlin
Plus MAPMARKER/ SPSS. Right.
SIBS
LODPAL
Ligamento 6p21 (HLA) 1p36.31 6p21 (HLA) 6p21.3 6p21.3HLA Ninguno 6p12.3-22.3 6p21.31-22.1 6p21.3 6p21
significativo (HLA-DRB1) (HLA-DRB1) (HLA-DRB1)
LOD>3,6
P <2x10°%
Ligamento 3q13 Xg27.1 6016-21 Ninguno 20p13 11q13.4, 2033,11p12,
sugestivo 18q22-23 (HLA-DRB1) 1334 10p13, 4G25,5p12,
LOD>2,2 14023.1 10021
P<0,001
Evidencia 1p36,2p13,  8q22.3-23.1 (P <0,005) 1q42-44, (P <0,005) Ninguno (P<0,01) 6q11.1-12.3, 141-42,
nominal 2033-37, 1g43-44, 14q11-12, 1p13,1043, 18921.32, 6016.3-21, 7031, 12p12,
P<0,05 5032-33, 4q22, 14q22 6q21,10q21, 1p36.21, 13022.3- 16012,
6021-23, 12021.2, 12912, 2q13,5q34, 311, 18021,
12p13-24, 16024.1, 17p13, 12g23.1, 14024.3- 20p13
13g32-qter, 17q22 18021 3021.1 311,
16p12, 21g22.1,
18712, Xp21.1
22q11, Xq27

*91 marcadores en regiones previamente identificadas por MacKay.
165 tag SNP en regiones de ligamento.

ASP: pares de hermanos afectados, cM: centimorgans, AIM: marcadores individuales de ancestria, STR: microsatélites (secuencias cortas de ADN repetidas en tAndem),

SNP: polimorfismos de un solo nucleétido.

que ha sido asociada a la artritis reumatoide (ver
mas adelante complejo mayor de histocom-
patibilidad).

Considerando que parte de la heterogeneidad
clinica (fenotipo) puede estar influida por factores
genéticos (genotipo), es valido dividir o estratificar
la poblacién de estudio en subgrupos mas
homogéneos. El analisis estratificado de la cohorte
del Reino Unido evidenci6 ligamento significativo
en 6q cuando ambos hermanos de un ASP eran
mujeres o portadores de dos copias del SE, y en
16p para individuos con artritis reumatoide de inicio
temprano (< 40 afios)(32). Sin embargo, al reducir
aln més el tamafio de la muestra se afecta
negativamente el poder estadistico. Otra
alternativa para corregir la heterogeneidad sin
afectar el poder consiste en realizar un andlisis
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multivariado que considere los diferentes fenotipos
clinicos como covariables, tales como las
erosiones 0seas, el SE, la edad de inicio, etc.
Aplicando esta estrategia en una poblacién
caucasica independiente, Osorio et al. (27) obser-
varon que 2pl4 y 12923 estan asociados con
erosiones 6seas, 2q14 con AR de inicio temprano,
y 12923y 20p12 con la presencia del SE.

En 1999, Wise et al (33) establecieron un método
de clasificacion no paramétrico para el metanalisis
de mapeos genéticos. Este método combina los
resultados de diferentes estudios con el fin de
corroborar las regiones gendmicas que demuestran
evidencia de ligamento repetidamente, e identifica
regiones nuevas que no alcanzan el nivel de
significancia en estudios individuales (33). A la
fecha se han llevado a cabo dos metanalisis de
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mapeos genéticos para artritis reumatoide (34,35).
Ademés de confirmar al HLA como el locus més
significativo (p < 2x10°®), Fisher et al. (34)
identificaron otras regiones con evidencia
significativa de ligamento, principalmente 16cen,
69, 12py, luego de considerar el peso relativo de
cada estudio segun el niumero de ASP, 1q, 3q,
4q, 8p, 99 y 14q. Choi et al. (35) encontraron
evidencia consistente de ligamento en 6p22.3-
p21.1 (P, .= 8x107); 6q, 8pter y 18q (P_, .«
0,01); asi como en 12p, 1py 16p (P, < 0,05).
En resumen, estos dos metanalisis de mapeos
genéticos para artritis reumatoide confirman al
HLA como el mayor factor de susceptibilidad para
la enfermedad y revelan evidencia de ligamento
en regiones no HLA en los cromosomas 1p, 6,
8p, 12, 16 y 18q en todos los estudios (34,35).
Etzel et al. (36) publicaron recientemente un
metandlisis basado en el método Loesgen, el cual
promedia el Non-parametric linkage (NPL) score
obtenido en los estudios de ligamento analizados,
otorgando un peso a cada uno en funcion del
contenido de informacion y el tamafio de la
muestra. Siete de las regiones reportadas (1q, 6p,
6q, 8p, 12p, 16p y 18q) coinciden con las
identificadas previamente mediante el método de
metandlisis de mapeos genéticos (34,35), mas
dos nuevos loci ligados en 2g y 5p. Al comparar
ambos métodos, vale la pena destacar que el
metanalisis posee mayor poder para identificar
genes que contribuyen a la susceptibilidad de la
enfermedad en todas las poblaciones involucradas,
mientras que el poder para analizar poblaciones
diversas no fue examinado en el metanalisis de
Etzel et al (36), pues sdlo incluy6 cuatro mapeos
gendmicos realizados en caucdsicos
(24,26,28,29). Sin embargo, el método Loesgen
ha demostrado ser mas robusto y consistente
porque no combina resultados de pruebas de
significancia (LOD score o valor p) como si lo
hace el metanalisis de mapeos genéticos y, por
lo tanto, es menos susceptible a incrementos en
la tasa de falsos positivos (37)

¢Pueden identificarse las regiones de
susceptibilidad con mayor precision?

Cuando no se parte de ninguna hipotesis previa
sobre la localizacién de los genes involucrados
en la enfermedad de interés, se examina el

EPIDEMIOLOGIA GENETICA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

genoma con marcadores genéticos regularmente
distribuidos y, una vez se identifican las regiones
relevantes, se realiza un mapeo genético mas fino
al interior de ellas en pasos sucesivos hasta
identificar el locus y su gen o el polimorfismo
incriminado en la susceptibilidad.

La mayoria de los estudios de ligamento para
artritis reumatoide se basan en mapas de
microsatélites o secuencias cortas de ADN
repetidas entandem (STR, short tandem repeats),
examinados de forma regular a lo largo de todo el
genoma cada 10 a 12 centimorgans (cM)
(22,26,28,29). Debido a que la densidad del mapa
de marcadores esta relacionada directamente con
la posibilidad de encontrar un locus de
susceptibilidad para la enfermedad, Osorio et al.
realizaron un estudio de ligamento con
microsatélites espaciados cada 3,3 cM,
reduciendo a cerca de 0,8 cM (3,3/4) la distancia
promedio entre cualquier posible gen de
susceptibilidad y el marcador mas cercano a éste
(27). Sus resultados discriminaron dentro del HLA
el locus HLA-DRB1 como la regién con mayor
evidencia de ligamento (p = 6,25 x 10°) e
identificaron 19 regiones por fuera del HLA (19).
Adicionalmente, luego de realizar 10.000
simulaciones computarizadas de genotipos, se
estimd que 8+4 regiones génicas eran verdaderos
positivos (27) (figura 1). La simulacion de
genotipos es otra herramienta que disminuye la
tasa de falsos positivos al obtener un nivel de
significaciébn mas astringente.

En la actualidad, gracias al Proyecto Genoma
Humano y al Proyecto Internacional HapMap, se
cuenta con un catalogo de mas de 3 millones de
polimorfismos de un sélo nucleétido (SNP, single
nucleotide polimorphism) y haplotipos comunes
de SNP que posibilitan mapeos genéticos mas
densos y de mayor poder y precisién (38). Dado
que el desequilibrio de ligamiento es un parametro
poblacional, se ha generado controversia sobre
la aplicabilidad de los patrones descritos sobre
poblaciones diferentes a las incluidas en el
HapMap. Estudios recientes respaldan que los tag
SNP (tSNP) capturan la mayor parte de la
variabilidad genética humana [entre 90y 95% de
los SNP con una frecuencia alélica menor (MAF)
>5% y coeficiente de correlacién r? = 0,8] (39). El
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poder para detectar un locus de susceptibilidad
en un estudio de ligamento o asociacién basado
en tSNP depende principalmente del tamafio de
la muestra, la MAF de las variantes seleccionadas
y la densidad con la cual se distribuyen sobre la
regién de interés, y no de si los bloques de haplo-
tipos se conservan en la poblacion de estudio (40).

Es importante recordar que tanto los SNP como
los microsatélites tienen ventajas y desventajas
que deben considerarse en cada estudio (cuadro
2). No obstante, dado que los SNP son los
marcadores genéticos mas abundantes a lo largo
del genomay los métodos para su tipificacién son
simples y adaptables a sistemas de alto
rendimiento, se han convertido en la mejor opcién
para el mapeo de genes asociados a enferme-
dades complejas (41). John et al. (25) confirmaron
la utilidad de esta tecnologia mediante la
tipificacion de més de 11.000 SNP en 157 familias
del Reino Unido, demostrando mayor contenido
de informacion frente a los microsatélites, asi
como mayor uniformidad y mejor definicion de la
region de ligamento. Respecto a los loci para
artritis reumatoide, aunque los resultados fueron
més 0 menos similares, con SNP se identificaron
cuatro loci adicionales en 13q, 14q, 21g y Xp (25).

El estudio de ligamiento méas grande basado en
SNP, de los reportados hasta el momento de la
elaboracion de este manuscrito, fue realizado por
Amos et al. (30) en 642 familias que incluian 1.371
ASP pertenecientes a la cohorte norteamericana
(NARAC). Mediante la tipificacion de 5.850 SNP
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a lo largo del genoma, identificaron dos nuevas
regiones de ligamento con LOD > 3,0 en los
cromosomas 2933 y 11p12 (cuadro 1). Nueva-
mente, la evidencia mas fuerte de ligamiento se
encontrod en la vecindad del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) con un LOD = 16,
evidencia fuertemente influenciada por la
presencia de anticuerpos anti-CCP. Sin embargo,
la regién de ligamiento en 6p21 es mas amplia
gue en estudios previos, sugiriendo la influencia
de multiples loci de susceptibilidad dentro de ésta.
Ademads, este estudio cuantifico un aumento de
44% en el contenido de informacién obtenido con
un mapa denso de SNP comparado con el mapa
de microsatélites usado previamente en 512
familias de la misma cohorte, aspecto que adquie-
re especial importancia en enfermedades de inicio
tardio como la artritis reumatoide, en las que la
disponibilidad de ADN parental esta limitada (30).

¢ Existe un polimorfismo genético causal o se
puede identificar un bloque haplotipico de
susceptibilidad?

Anadlisis de asociacion

El objetivo general de los estudios de asociacion
genética es detectar si existe relacion
epidemioldgica entre una o mas variantes
genéticas y un rasgo a partir de como difieran las
frecuencias de estas variantes entre un grupo de
casosy otro de controles (cuadro 3). Sin embargo,
desde el punto de vista bioldgico, la asociacion
tiene tres interpretaciones diferentes: (i) el

Cuadro 2. Paralelo entre marcadores genéticos de tipo microsatélite (STR) y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP).

STR SNP
Polimorfismo Multialélicos Bialélicos
Heterocigosidad ~70% ~20%
NUmero requerido para cartografiar el genoma 300-400 200,000-1'000,000
Error de los métodos de tipificacién del genotipo Elevado Bajo (<2%)

Informatividad

Intervalo de desequilibrio de ligamiento con otros loci
Tasa de mutacion (u)

Estabilidad genética

Costo

Estrategia costo-efectiva

Alta, por ser polimorficos
~100 kb

U= 1072 por sitio/generacion
Inestables por alta p

Alto, inherente a los métodos
de tipificacion

Andlisis multi-etapas

Mas precisa

~30 kb

U= 108 por sitio/generacion.
Consistentes por baja p
Alto, dado el elevado nimero
de ensayos

Sistema de alto

rendimiento (microarreglos)
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polimorfismo tiene un papel causal (asociacion
directa); (ii) el polimorfismo no es causal, pero
esta en el desequilibrio de ligamento con la
variante causal (asociacion indirecta), o (iii) la
asociaciéon es producto de la estratificacion o
mezcla de la poblacién (asociacion espuria)(13).

Asociacion indirecta

Existen al menos dos maneras de cubrir el genoma
entero con SNP; una de ellas esta basada en la
asociacion indirecta de los genes de suscepti-
bilidad con SNP altamente informativos (tSNP)
distribuidos regularmente a lo largo del genoma
(42). Elndmero de tSNP necesario para representar
las variaciones genéticas mas comunes esta entre
200.000 y 1°000.000 (43), lo cual resulta
demasiado costoso para la mayoria de los grupos
de investigacion en enfermedades complejas,
tales como la artritis reumatoide. Alternativa-
mente, los investigadores del NARAC, asi como
Begovich et al., han identificado y desarrollado la
tipificacion de una serie de 12.000 SNP
potencialmente funcionales dada su localizacién
en regiones génicas codificantes o reguladoras
(44). La dificultad de esta aproximacion reside en
el mayor tamafio de la muestra requerido para
detectar ligamento con polimorfismos codificantes,
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ya que ademas de tener un efecto genético
moderado, son menos frecuentes que los no
codificantes (45).

Se han propuesto estrategias méas costo-efectivas
como la tipificacién por etapas, en la que no es
necesario tipificar todos los marcadores genéticos
en el nimero total de individuos (45). Reciente-
mente, Tamiya et al. (23) publicaron el primer
mapeo genético de asociacion realizada para
artritis reumatoide en cuatro etapas: 1)
identificacion de los STR necesarios para
escanear el genoma con una densidad de 100 kb;
2) tipificacion de los 27.037 STR identificados en
un poolde ADN de 375 casos y controles divididos
en tres fases (s6lo los STR con evidencia de
ligamiento en un grupo fueron replicados en el
siguiente, reduciendo el error tipo 1); 3) de los 133
STR asociados se confirmaron 47 mediante
tipificacion individual del genotipo (no pool) en 940
casos e igual numero de controles y, por ultimo,
4) diseccién fina de las regiones génicas de
susceptibilidad identificadas (6p21.3, 11q13.4,
10913 y 14923.1) usando tSNP y analisis de
haplotipos (figura 1) (23). Esta aproximacién en
etapas conservo la mayoria del poder estadistico
y disminuyo6 los costos derivados de la
tipificacion (45).

Cuadro 3. Caracteristicas diferenciales entre los estudios de ligamiento y de asociacion.

Estudios de ligamiento

Estudios de asociacion

Prueba en familias para la cosegregacion del marcador de
enfermedad

Los resultados significativos indican ligamiento fisico
entre el marcador y los loci candidatos

Necesita datos familiares con minimo dos hijos afectados
(con o sin padres)

Puede detectar ligamiento inclusive cuando el marcador
no esta cercano al locus en estudio

Se necesitan pocos marcadores para blusquedas amplias
del genoma

Con menor poder de deteccién para alelos comunes en
enfermedades diversas

Prueba en la poblacién para la cosegregacion del
marcador de la enfermedad

Los resultados significativos indican ligamiento fisico
con desequilibrio de ligamiento entre el marcador y el
locus candidato (debe excluir otras causas de
asociacion como estratificacion de la poblacién)

Se usa la poblacién (casos y controles) o datos
familiares. Los datos familiares evitan tener efectos
por la poca estratificacion de la poblacién.

Ademas, sélo necesita un hijo afectado

Puede detectar un locus asociado soélo si esta
cercano al marcador y si existe desequilibrio de
ligamiento entre ellos

Necesita muchos marcadores para busquedas
amplias del genoma

Con mayor poder de deteccion para alelos comunes
en enfermedades diversas
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Genes candidatos

La importancia de encontrar genes asociados con
la artritis reumatoide es su contribucion a la
comprension de los mecanismos patogénicos de
la enfermedad, su posible aplicacién clinica como
marcadores de riesgo, diagndéstico, prondéstico e,
incluso, blanco terapéutico (43).

La seleccion de los genes candidatos puede tener
una justificacién posicional (generador de
hipétesis), asi como funcional (probador de
hipétesis). La primera asume que los genes de
susceptibilidad con mayor efecto estan ubicados
en las regiones de ligamento; por lo tanto, es
acertado examinarlas en detalle en busca de genes
con plausibilidad biolégica. La segunda parte de
la alteracion en la funcion o niveles de expresion
de la proteina codificada y su papel en la
fisiopatologia de la enfermedad. En la artritis
reumatoide, virtualmente cualquier gen que
codifique para una molécula involucrada en
proliferacién o adhesién celular, inflamacién,
sefializacion intracelular, angiogénesis o
degradacion de matriz extracelular puede ser
razonablemente postulado como gen candidato.

Mas de 180 genes han sido estudiados en la artritis
reumatoide, la mayoria de ellos con funciones en
el reconocimiento inmunolégico (HLA, TLRII),
guimiotaxis, citocinas (TNF, IL6, MIF), factores
de crecimiento, ligandos celulares, moléculas de
adhesion (/ICAM1), sefializacion intracelular
(PTPN22, NFKBIL1) y factores de transcripcién
(RUNX1), entre otros (46). Sin embargo, con
excepcioén del HLA, la mayoria de asociaciones
publicadas no han sido reproducidas en
poblaciones diferentes a las que se reportan, lo
que subraya la necesidad de revisar
cuidadosamente el disefio experimental de los
estudios de asociacion, con especial atencién en
la seleccion de las variantes genéticas, la
poblacion de estudio, la seleccion de controles,
el andlisis estadistico y la replicacion de los
resultados (43) (cuadro 3). Al analizar polimor-
fismos de genes candidatos, el tamafio de la
muestra es otro de los factores importantes a
considerar, ya que la magnitud de la mayoria de
asociaciones dada por la razén de disparidad
(odds ratio [OR]) es baja. Los principales estudios
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de asociacion para genes no-MHC en AR estan
resumidos en el cuadro 4 (Disponible en:http://
www.ins.gov.co/pdf/Biomedica/artritis_
reumatoide_cuadro_4.pdf).

No obstante, vale la pena recordar que las
discrepancias observadas en los genes asociados
entre diferentes poblaciones pueden explicarse,
al menos en parte, por la heterogeneidad genética
de la enfermedad. Diferentes alelos, incluso
diferentes genes, pueden responder por la
susceptibilidad a la enfermedad en diferentes
grupos étnicos. Tal es el caso de los estudios de
asociacion para artritis reumatoide llevados a cabo
en poblacién japonesa, los cuales han sefialado
evidencia significativa para alelos de los genes
PADI4y SLC22A4(53,75); tales hallazgos no han
sido reproducidos en poblacion caucasica (96).
La asociacién mas robusta descrita para un gen
no-MHC ha sido la variante 620W del gen
PTPNZ22, replicada en un amplio nimero de
poblaciones de origen caucésico (97). Sin
embargo, este gen practicamente no es
polimérfico en poblacion asiatica (98). En
poblacién colombiana (Medellin y Bucaramanga)
no observamos que este polimorfismo confiriera
riesgo de susceptibilidad para la artritis reumatoide
(51). Estos Ultimos resultados deben interpretarse
como ausencia de asociacion (heterogeneidad
genética) o bien como riesgo de susceptibilidad
muy bajo, que implica que el estudio no alcanzé
suficiente poder estadistico.

Complejo mayor de histocompatibilidad

Han pasado 30 afios desde que el investigador
de origen peruano Peter Stastny reportd por
primera vez la asociacién del hoy conocido HLA-
DRB1*04 con la artritis reumatoide (99); sin
embargo, alin se desconoce el mecanismo exacto
que determina esta predisposicién. Hasta el
momento, el complejo mayor de histocompati-
bilidad es la Unica regién del genoma que ha
demostrado estar asociada con artritis reumatoide
de manera consistente, contribuyendo con
aproximadamente el 30% de la susceptibilidad
genética a la enfermedad (31). El complejo mayor
de histocompatibilidad es un complejo de genes,
la mayoria con funciones inmunorreguladoras,
cuyo haplotipo extendido cubre 7,6 Mb sobre el
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brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3) (figura 2).
Esté subdivido en tres regiones desde el telémero
hasta el centromero asi: clase I, clase lll y clase
Il. En ésta ultima se encuentran los loci HLA-DR,
-DPy -DQ, que codifican las cadenas a y 3 de las
moléculas HLA de clase Il (100).

Desde el informe de Stastny, diferentes alelos
HLA-DRB1 se han reportado en poblaciones
étnicamente diversas; tales hallazgos fueron
unificados en 1987 por Peter Gregersen bajo la
hipétesis del “epitope compartido” (SE) (101).
El SE es una secuencia de aminoacidos comun
para los diferentes alelos asociados (""QRRAA™,
"RRRAA™ 0 "QKRAA™) que comprende los
residuos 70 a 74 de la tercera region hipervariable
de la cadena 3 de la molécula HLA-DR (cuadro 5).

Lalocalizacion del SE dentro de la fosa de anclaje
al péptido lo involucra directamente en la
presentacién antigénica, lo cual sugiere varios
mecanismos funcionales para explicar la
susceptibilidad a la enfermedad (cuadro 6). Los
aminodcidos de carga negativa (acido aspartico,
acido glutamico) encajan perfectamente cuando
esta secuencia de aminoacidos forma parte del
bolsillo 4, como es el caso del péptido (261-273)
del colageno tipo Il involucrado en modelos
experimentales de artritis (103). Por lo tanto,
aunque los alelos HLA-DR comparten ciertas
caracteristicas comunes, cada alelo posee una
especificidad particular determinada por los
aminodacidos que conforman las regiones que
interact(an con los péptidos antigénicos, es decir,
los bolsillos de unién.

Cardenas et al. (107) propusieron que las
interacciones moleculares que se dan entre los
aminoacidos de los péptidos antigénicos y los que
forman las moléculas HLA de clase Il pueden
describirse y predecirse mediante simulaciones
tedricas computacionales basadas en los tres
principales momentos multipolares (monopolar,
bipolar, cuadripolar) de la distribucioén continua de
cargas electrostaticas. Estos célculos se realizan
para cada bolsillo de unién, primero vacio y luego
ocupado por cada uno de los 20 posibles
aminoécidos naturales, con el fin de obtener una
variable que mide la magnitud de la perturbacién
del potencial electrostéatico del bolsillo producida
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por el efecto del amino&cido ocupante sobre los
residuos con los que interactta (108). Comparando
el comportamiento de los cinco bolsillos de unién
al antigeno (P1, P4, P6, P7 y P9) en los complejos
HLA-DRB1*0401-Colageno tipo 11(1168-1169) y
HLA-DRB1*0101-hemaglutinina del virus de la
influenza, Cardenas et al. (108) encontraron que
el bolsillo P4 tiene una ligera predominancia en
cuanto a la carga general de la molécula, explicada
por la presencia de un residuo B13H (histidina)
mas el residuo B71K (lisina) en el alelo HLA-
DRB1*0401 que corresponde a B 71R (arginina)
en HLA-DRB1*0101 (cuadro 5). Aunque los
aminoacidos K y R poseen cadenas laterales
formadas respectivamente por grupos de
butilamonio y guanidina que les otorgan una carga
positiva, desde el punto de vista electrostatico,
el efecto de la carga de la lisina resulté mas
evidente que el de la arginina, la cual presenté un
comportamiento similar al de aminoacidos
aromaticos (carga planar simétrica) (108). Los
aminoacidos principales donde se encontraron las
mayores diferencias estéan indicados en el cuadro
5, resaltando los que presentaron mas perturbacion.
Adicionalmente, estos estudios han revelado que
cada bolsillo tiene su propio tipo de
comportamiento: el bolsillo P1 es predominante-
mente un bolsillo de anclaje, la especificidad del
alelo estd modulada especialmente por los
bolsillos P6 y P7, mientras que los bolsillos P4 y
P9 cumplen un doble papel (109). Los resultados
de esta aproximacién tedrica concuerdan con
estudios experimentales y se convierte en una
herramienta prometedora para la comprension de
la restriccion genética del reconocimiento
inmunoldgico.

Aunque es razonable, la hipotesis del SE no
explica toda la susceptibilidad genética conferida
por el HLA, pues a pesar de la robustez de la
asociacion con el locus DRB1, el riesgo absoluto
de desarrollar artritis reumatoide en individuos
portadores de alelos codificantes para el SE es
relativamente baja. Para ejemplificar la situacion,
se hareportado que hasta el 30% de la poblacion
normal caucasica es positiva para HLA-DRB1*04,
lo que indica que la presencia del SE no es
necesaria ni suficiente para desarrollar la
enfermedad (110).
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Figura 2. Complejo mayor de histocompatibilidad.

La figura muestra el complejo mayor de histocompatibilidad, Unica region del genoma ligada con la artritis reumatoide de
forma consistente. Es un complejo de genes inmunorreguladores distribuidos en tres regiones (clase |, clase Il y clase II),
gue ocupan una region de 4,6 Mb en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3). En amarillo se resalta la region clase 1, en
azul la region no-HLA clase I-Il, en gris la regién que contiene genes no-HLA clase Il y en rojo la regién HLA clase II.

Varios estudios han sugerido que el papel
principal del SE consistiria en modular la gravedad
de la enfermedad. Las caracteristicas que han
sido asociadas con la presencia de uno o mas
alelos SE-positivos son, principalmente, la
seropositi-vidad del factor reumatoide y la
enfermedad erosiva (111). Sin embargo, el poder
estadistico de este tipo de estudios ha sido
limitado y por lo tanto no permite establecer un
consenso definitivo.

Ademas del fundamento epidemiolégico de la
hipotesis del SE, Ou et al. (112) introdujeron una
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clasificacion funcional de los alelos HLA-DR
sustentada por la evidencia experimental de la
restriccion-DR del receptor de células T (TCR).
Dicha categorizacion establece siete patrones de
supertipo DR-restrictivo (RSP) segun los residuos
polimorficos 370, B71 y B74 del HLA-DR,
aminoacidos que se unen al péptido durante la
presentacion antigénica y entran en contacto con
el TCR, por lo cual le confieren la especificidad a
la molécula, modelan el repertorio de linfocitos T,
y determinan la asociacion con susceptibilidad o
resistencia a enfermedades (cuadro 7).
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Cuadro 5. Aminoé&cidos de la cadena 3 de las moléculas HLA de clase |l codificadas por los alelos HLA-DRB1 asociados
con artritis reumatoide.

Residuos més afectados con el cambio del amino&cido ocupante

Alelo 9 11 12 183 14 26 (28 29 30 37 38 47 61 (70 71 72 73 74
DRB1 *t T
DRB1*0103
DRB1*0402
DRB1*1301
DRB1*0415
DRB1*0701
DRB1*0801
DRB1*1201
DRB1*1403
DRB1*1412
DRB1*1425
DRB1*1601
DRB1*1602
DRB1*0401
DRB1*0409
DRB1*0413
DRB1*0416
DRB1*0421
DRB1*0101
DRB1*0102
DRB1*0104
DRB1*0404
DRB1*0405
DRB1*0408
DRB1*0410
DRB1*0419
DRB1*1402
DRB1*1406
DRB1*1001
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*Aminoacidos que presentan la mayor perturbacion del potencial electrostatico del bolsillo producida por el efecto del
aminoacido ocupante sobre los residuos con los que interactia.

tAminoéacidos que conforman el cuarto bolsillo de unién (Pocket 4).

El recuadro de linea discontinua resalta la secuencia ?"DERAA™.

El recuadro de linea gruesa resalta la ubicacién del epitope compartido "°(Q/R)(R/K)RA™.

Secuencias de aminoacidos obtenidas de IMGT/HLA Database (102).

G: glicina; P: prolina; A: alanina; V: valina; L: leucina; I: isoleucina; M: metionina; C: cisteina; F: fenilalanina; Y: tirosina; W:
triptéfano; H: histidina; K: lisina; R: arginina; Q: glutamina; N: asparagina; E: acido glutamico; D: acido aspartico; S: serina;
T: treonina.
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Cuadro 6. Papel del epitope compartido en la patogénesis de la artritis reumatoide.

Hipotesis

Comentario

Presentacion de autoantigeno artritogénico

Mimetismo molecular

Motivo funcional

Autoantigeno probable: Colageno tipo Il, proteina gp-39,
péptidos citrulinados.

Carga neta positiva del bolsillo P4 en la fosa de unién al
péptido (formado por los aa 13, B70, B71, B74 y B78),
implica que s6lo presenta péptidos con carga neutra o
negativa.

Presentacion de péptidos exdégenos con secuencias
similares al SE durante el desarrollo timico, con la
seleccion positiva de linfocitos T autorreactivos para el
epitope compartido.

El motivo QKRAA podria intervenir en la unién de ciertas
cadenas DR a proteinas de choque térmico. Este motivo,
propio del alelo DRB1*0401 es raro en pacientes
latinoamericanos (ver Cuadro 8).

Datos tomados de referencias (103-106)

Cuadro 7. Residuos polimorficos del bolsillo 4 (P4) de la molécula HLA-DR (cadena DRf31).

HLA-DRB1
0801 1301
1101
Posicién 0404 0301 0403 1501 0802 1302
0101 1104
delaa 0401 0405 1001 1402 0302 0406 0901 1401 1502 1601 0701 0803 1201 1303 1309 0402 0103 1304
0102 1106
enDRb 0408 1109 0407 1503 0804 1102
1305
0805 1103
13 H H F F S S H F S R R Y G S G S S H F S
70 Q Q R Q Q Q Q R R Q D D D D D D Q D D D
71 K R R R R K R R R A R R R R R K A E E E
74 A A A A A R E E E A A Q L A A A A A A A
78 Y Y Y Y Y Y Y \Y Y Y Y \Y Y Y Y Y Y Y Y Y
RSP* A A A A A R E E E a Dr Q Dr Dr Dr Dr a De De De
Carga + +H +H + + + + + + + + N N N N N N - — —
Tipo® SE SE SE SE SE XP4p XP4p XP4p XP4p XP4p XP4p XP4n XP4n XP4n XP4n XP4n XP4n XP4n XP4n XP4n

*Patrones de supertipo DR-restrictivo (RSP) designados por los residuos polimoérficos 70, B71y 74: A(Q/RR/KA), De(DE/TA), Dr (DR/

KA/L), E(Q/RRE), Q(DRQ), R(QKR/Q) y a(QAA).

Tipos de alelos HLA-DRB1*X de acuerdo a la carga eléctrica del bolsillo P4: DRB1*X P4 positivo (XP4p) y DRB1*X P4 negativo o neutral

(XP4n). N: neutral; SE: epitope compartido.
Ver cédigo de aminoécidos en el pie del cuadro 6.
Los datos del cuadro se adaptaron de las referencias (104, 112).

Los alelos de susceptibilidad asociados con artritis
reumatoide codifican la secuencia del RSP “A”
("®Q/R™RK/A); en contraste, los RSP “De”
("D E/T™A) y “E” ("°Q/R™R™E), codificados por
los alelos DRB1*0402 (De), *0403 y *0407 (E),
estan reportados como factores protectores para
la enfermedad (112). Esta observaciéon es
coherente con el efecto protector atribuido a varios

574

alelos HLA-DRB1 (*0103, *0402, *1102, *1103,
*1301, *1302 y *1304), los cuales comparten la
secuencia “DERAA™en vez del SE (113,114). No
obstante, existe controversia sobre si este efecto
es producto de la “ausencia de alelos de
predisposicion”. Recientemente, van der Helm-van
Mil et al. (115) demostraron en poblacion
caucasica (440 casos y 423 controles) que los
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alelos codificantes para °DERAA’ protegen frente
al desarrollo de la AR tanto en individuos SE-
como en SE+. Adicionalmente, los pacientes
portadores de la secuencia °DERAA™ presentaron
menor destruccion articular luego de cuatro afios
de seguimiento aun en presencia de otros factores
asociados con la gravedad de la enfermedad, tales
como el factor reumatoide positivo, los
anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados
(CCP) y el tabaquismo (115). Asi pues, la
proteccién asociada a DERAA seria independiente
del SE.

En Latinoamérica, en la poblacién mexicana de
origen mestizo se han identificado otros alelos
protectores para artritis reumatoide que incluyen
los DRB1*0701, *1101, *1503, *0801 y *1401 (116,
117). Estos alelos no codifican para °DERAA™,
pero comparten el acido aspartico (D) en la
posicién 70, lo que sugiere que la carga positiva
(D*) o negativa (Q/R) del residuo B70 es
determinante en el reconocimiento del complejo
péptido-HLA-DR por parte del TCR. Reviron et al.
(104) clasificaron los alelos HLA-DR de acuerdo
a la carga electrostatica neta del cuarto bolsillo
de unién al antigeno (P4) y demostraron que los
alelos con una carga neutra o negativa
(DRB1*XP4n) eran factores de proteccion frente
al desarrollo de artritis reumatoide, aunque
aquellos con un P4 cargado positivamente
(DRB1*XP4p) no tuvieron influencia significativa
sobre la predisposicion genética a desarrollar la
enfermedad (cuadro 7).

En Colombia, algunos estudios han examinado la
relacién entre HLA y la AR (118-122) (cuadro 8).
Clavijo et al. (118) mostraron que la frecuencia
tanto del HLA-DR4 como del DR1 fue de 23% en
69 pacientes; este estudio no incluy6 poblacion
control. Yunis et al. (119) estudiaron ocho
pacientes de la tribu guambiana y 24 controles
apareados por raza. La presencia del HLA-DR4
se observo en siete pacientes (87,5%) y en 15
controles (62,5%). Seis pacientes (75%) fueron
HLA-DRB1*0404 mientras que este alelo fue
observado en ocho de 15 controles (53,3%).
Aunque la diferencia entre pacientes y controles
no fue significativa, el hallazgo de genes
caucésicos, tales como el DRB1*0404, en la
poblacién guambiana sugirié un efecto de fusion,
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que apoya la hipotesis que considera el origen de
la artritis reumatoide en el antiguo continente, dada
la asociacion entre este alelo con la enfermedad.
Avila et al. (120), en un andlisis de 60 pacientes y
60 controles pareados por sexo, reportaron un
aumento de la frecuencia del HLA-DR4 en los
pacientes (42 vs. 7%, riesgo relativo: 7,7, p <
0,001) (48). Ninguno de los anteriores estudios
(118-120) examin6 otros genes que pueden
codificar para el SE, tales como el DR1, DR10y
DR14. En un pequefio grupo de pacientes
afrocolombianos de Quibdo, pero que incluyé a
toda la poblacién afectada, no observamos
asociacion de alelos del HLA-DRB1 con la AR
(121). Posteriormente, reportamos en poblacion
antioquefia la asociacion del SE °"QRRAA™en el
HLA-DRB1*04, en particular el DRB1*0404, con
la enfermedad (122). Este alelo corresponde, en
efecto, el factor de riesgo mas importante y
uniforme para desarrollar artritis reumatoide en
latinoamericanos (cuadro 8).

Una de las caracteristicas principales del complejo
mayor de histocompatibilidad es el alto
desequilibrio de ligamento que existe entre los
diferentes loci, lo cual dificulta la definicién precisa
de los genes responsables de la susceptibilidad.
Algunos estudios han sugerido que el HLA-DQ es
el principal locus del complejo mayor de
histocompatibilidad asociado con artritis
reumatoide y que los alelos HLA-DRB1 modulan
la predisposicion siendo permisivos o protectores
(114). Sin embargo, otros estudios no respaldan
esta hipotesis, indicando que la asociacion DQ
puede ser producto del desequilibrio de ligamento
con el locus DRB1 (127).

La aplicacién del analisis de ligamento de alta
resolucién sobre el complejo mayor de
histocompatibilidad mediante STR o SNP ha
revelado la existencia de un segundo locus de
susceptibilidad para artritis reumatoide, que al
parecer es independiente de DRB1 y esta ubicado
entre la porcion telomérica de la region de clase
lll'y la fraccidbn mas centromérica de la region de
clase | (87,128-131). Esta region, de
aproximadamente 600 kb, contiene genes
candidatos para la artritis reumatoide dadas sus
funciones inmunorreguladoras (figura 2) (132). Sin
embargo, hasta la fecha no se ha identificado el
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Cuadro 8. Estudios de HLA en pacientes latinoamericanos con artritis reumatoide.

Origen de la poblacién Tamafio de la muestra Principales resultados Referencia
Casos:controles
México 32:100* Al, DR3y DQ2 123
México 83:175 DRB1*0404, *0401, *1001 116
DQA1*0201, *0301
México 54:99 DRB1*0404 117
Chile 129:97 DRB1*0404, *0408 124
Argentina 140:202 DRB1*0404, *0401 125
Pera 79:65 DRB1*1402 81
Perd 52:81 DRB1*0404" 126
Colombia 83:90 DRB1*0404, *0405 122

Todos los estudios fueron de asociacion.

Se resalta la rareza en poblacion latinoamericana del alelo HLA-DRB1*0401.

*Se incluyeron también 100 familiares de los pacientes en primer grado.

fLa asociacién con el DRB1*1402 no fue significativa. EIl DBR1*0401 tuvo escasa prevalencia y no se combin6 con el
DBR1 *0404 en ningln caso. El alelo *1402 y *0404 tienen el mismo epitope compartido (QRRAA).

gen o los genes que contribuyen a la suscepti-
bilidad genética de la artritis reumatoide de forma
independiente a los genes HLA.

Al examinar los genes con plausibilidad bioldgica
se debe destacar el TNF (que codifica para el
factor de necrosis tumoral alfa [TNFa]) por dos
razones principales. En primer lugar, por la
evidencia de que el TNFa es una citocina pro-
inflamatoria critica en la fisiopatologia de la artritis
reumatoide: se produce en el tejido sinovial de
pacientes con artritis reumatoide por macréfagos
y células T, existen niveles elevados de la citocina
en el suero y liquido sinovial, y los anticuerpos
anti-TNFa tienen efecto terapéutico benéfico
sobre la enfermedad (1). Segundo, el TNFes un
gen altamente polimérfico, con cinco micro-
satélites y numerosos SNP en su promotor,
algunos de los cuales podrian regular la expresion
génica (133).

En poblacién peruana, el alelo correspondiente al
microsatélite TNFa 6 se asocid con la enfermedad
independiente del HLA-DRB1 (81). Similares
resultados han sido observados en poblacién
antioquefia (GOmez LM et al., sometido a
publicacién). En cuanto a los SNP del TNF, existen
dos transiciones A>G en las posiciones —238 y —
308. Ambas variantes fueron asociadas con
artritis reumatoide en poblacién mexicana, y para
los alelos TNF -238GG y TNF -308A en
enfermedad grave (82). En poblacion colombiana
observamos una asociacion opuesta del TNFen
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autoinmunidad y tuberculosis (TB) (79). El estudio
incluyé pacientes con artritis reumatoide (n = 165),
lupus eritematoso (n = 100), sindrome de Sjogren
primario (n =67), tuberculosis (n = 135) y controles
pareados étnicamente (n = 430), y demostré la
asociacion del alelo TNF —308A con artritis
reumatoide (OR 1,8, p=0,002), lupus eritematoso
(OR 2,6, p < 0,0001), y sindrome de Sjogren
primario (OR 2,9, p < 0,0001). En contraste, el
alelo TNF-308G se asoci6 con tuberculosis (OR
1,8, p = 0,02). Igualmente, el alelo TNF —238A
resulté ser un factor protector para autoinmunidad,
pero de susceptibilidad para tuberculosis (OR 2,2,
p<0,0001) (79). En poblacién chilena de Santiago
se observo la presencia de TNF-308A en 23% de
92 pacientes con artritis reumatoide y en 42
controles (OR 2,8, p=0,05)(83).

La variabilidad en los polimorfismos del TNF
asociados en diferentes poblaciones y la
imposibilidad de afirmar que no son producto del
desequilibrio de ligamento con loci diferentes del
HLA-DRBL1 reflejan la complejidad del estudio de
genes dentro del complejo mayor de histocom-
patibilidad, como también la importancia del
tamafio muestral y la composicion étnica de la
poblacién de estudio.

¢, Qué esperar de América Latina?

Los principales retos enfrentados en la busqueda
de genes de susceptibilidad para la artritis
reumatoide en América Latina se centran en
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Cuadro 9. Recomendaciones para estudios genéticos de asociacion

Seleccién del gen
candidato

Seleccion de la variante

Seleccién de la muestra

Tipificacion del genotipo

Andlisis e Interpretacion

Plausibilidad biolégica

Farmacologia

Modelos animales

Genes causales de
enfermedades monogénicas

Informacion posicional

Asociacién previa

Marcadores genéticos:
Generador de hipétesis.
Grupo de marcadores cuyos
alelos capturan variaciones
comunes en regiones
gendémicas por desequilibrio
del ligamento

Variantes potencialmente
funcionales:

Prueba de hipétesis.
Ubicadas dentro de genes.

Estudio de Cohortes

Estudio de casos y controles:
Relacién control:caso 121

TDT: no se afecta por
estratificacion de la poblacion.

Control de calidad:
Informar en la publicacion
las mediciones usadas y la
reproducibilidad de los replicados.

Alteraciones en la funcién o cantidad de la proteina
codificada estan implicadas en la fisiopatologia de la
enfermedad.

La proteina codificada esta involucrada en el meca-
nismo de accién de algin medicamento modificador
de la enfermedad y puede determinar la respuesta
al tratamiento.

Genes homologos que influencian rasgos relaciona-
dos con la enfermedad en modelos experimentales
de otras especies.

Indicador de una funcién critica y poca plasticidad.
Variantes comunes mas leves pueden predisponer
a enfermedades poligénicas

Las regiones identificadas por estudios de ligamiento
poseen alta probabilidad de contener genes de
susceptibilidad.

Evidencia significativa para el gen en otros estudios
de asociacion o meta-analisis.

Distribucion uniforme en el genoma
Distribucién selectiva sobre regiones codificantes

Codificantes (exones)
Reguladoras (intrones, promotor, UTR, TFBS)

Considerar bajo poder y amplio tamafio de muestra
requerido para estudiar enfermedades infrecuentes.

Casos: segun criterios diagnésticos estandar.

Pueden subdividirse en grupos homogéneos segin
factores especificos de estudio (Ej. SE, erosiones
Oseas, etc.)

Controles: de la misma poblacién que los casos.
Aplicar pruebas de estratificacion y mezcla (F_,AIM).
Considerar métodos de control genémico.

Casos: alelos transmitidos

Controles: alelos no transmitidos

st?

Cuantificar tasa de error (tipificar muestras de
referencia, replicar). Réplicas con el mismo y con
diferente método, asi como en muestras indepen-
dientes de la misma poblacién o de otra.
Monitorizar sesgo para asignar genotipos, verificar
inconsistencias mendelianas (TDT)

Mantener niveles de significancia astringentes e incluir en el reporte las pruebas y
paquetes estadisticos usados y los resultados completos de la tipificacién del genotipo.
Publicar resultados de no-asociacion.

Replicar resultados en muestras de mayor tamafio asi como en poblaciones diferentes.
Correccion de Bonferroni para multiples comparaciones segun el nimero de variantes.
Ajustar resultados por sexo, edad, subtipo clinico o fenotipos adicionales (incluirlos como

covariables).

Explorar efectos de dosis génica, interaccién gen-gen y gen-ambiente.
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garantizar la reproducibilidad de los resultados y
encontrar variantes genéticas causales, es decir,
demostrar que afectan la funcién o la cantidad de
la proteina expresada. La probabilidad de que una
asociacion reportada sea verdadera depende del
poder estadistico del estudio, el control del sesgo
y el nimero de estudios que hayan probado la
misma hipétesis. Es mas factible que la
asociacion no sea real cuando los estudios se
conducen en muestras pequefias, la magnitud del
riesgo atribuible al gen es baja, o se conducen
estudios generadores de hipotesis con multiples
comparaciones, disefio experimental flexible con
nuevas variables, y definiciones de fenotipos y
métodos de analisis diversos (134).

En enfermedades autoinmunes, como la artritis
reumatoide, debe prestarse especial atencién al
calculo del tamafio de la muestra para alcanzar
un poder estadistico >80%, teniendo en cuenta
que la mayoria de genes involucrados en la
enfermedad tiene un efecto genético moderado
(OR = 1,5-2,5) o bajo (OR< 1,5) (135). Es
importante recolectar un buen ndmero de
controles, de tal manera que la relacion
control:caso seaigual o superior a 1:1, cuidar que
estén pareados de forma adecuada para evitar la
estratificacion de la poblacion e incluir en el
analisis de los datos la verificacion de la misma
mediante pruebas estadisticas como el F_(136),
asi como realizar los ajustes por edad, sexo y
demas covariables que puedan ser factores de
confusion (137). Igualmente, se sugiere corregir
la estratificacion y la mezcla mediante la
tipificacion de marcadores informativos de
ancestria (138,139).

Otra aproximacion, que no se ve afectada por la
estratificacion de la poblacion, es el estudio de
familias basado en pruebas de desequilibrio de
transmision (TDT, Transmission Disequilibrium
Test). EI TDT observa las diferencias entre los
alelos parentales que son transmitidos y no
transmitidos a los hijos afectados para comparar
la frecuencia de transmision con lo esperado bajo
un modelo de segregacion independiente, en el
que los alelos no transmitidos se usan como
controles (3). En estudios poblacionales
multicéntricos, que involucran individuos de
diverso origen, esta herramienta resulta muy util
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sumada al estudio tradicional de casos y controles
no relacionados. En el cuadro 9 se esquematizan
algunas recomendaciones que podrian contribuir
en el disefio, implementacion e interpretacion de
los estudios genéticos de asociacion en América
Latina.

Conclusiones

Dada la importancia de la artritis reumatoide en la
poblacion latinoamericana, tanto por su frecuencia
(6) como por su impacto (140,141), y el actual
interés en desarrollar estudios multicéntricos tal
como el planteado por el Grupo Latinoamericano
de Estudio de la Artritis Reumatoide (GLADAR),
consideramos que la revision y andlisis aqui
realizados podran ser Utiles para futuros estudios
en nuestra poblacién, que permitan mejorar la
comprensién de los factores de riesgo genéticos
de la enfermedad y su eventual implementacion
en la practica clinica como factores de prediccion.

Es imperiosa la necesidad de gestionar, innovar
y compartir los beneficios del conocimiento entre
comunidades locales, poniendo fin a la utilizacion
comercial de los recursos genéticos por parte de
grandes institutos de investigacion en los paises
gue disponen de la tecnologia para su desarrollo
y consiguen los derechos de propiedad intelectual.
El Acuerdo sobre Aspectos Relacionados con el
Comercio de los Derechos de Propiedad
Intelectual (TRIPS) de la Organizacién Mundial
del Comercio (OMC) no reconoce la necesidad
de compartir beneficios, y es por eso que existe
un creciente interés internacional por que se
formulen politicas que reconozcan los derechos
comunitarios a los recursos genéticos, protocolos
y codigos de conducta para la recoleccion y
manipulacién de las muestras, medios de
divulgacién oportuna del conocimiento generado
tanto para los sujetos de investigacién como para
los miembros de los grupos colaborativos (142).
Estos acuerdos necesitan, por un lado, el respaldo
de una legislacion nacional e internacional sélida
gue reconozca la investigacion en salud como una
prioridad para el desarrollo de las naciones y le
dedique la mejor inversion econémica posible. De
otro lado, la comunidad cientifica y académica
debe hacer un esfuerzo concertado, en
cooperacion con el gobierno nacional, para disefiar
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un marco ético en el que se compartan los
beneficios de la investigacién genética basado en
los principios de equidad y justicia y en el espiritu
de convencion (142).
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