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Palabras clave: Resumen
Artritis Reumatoide; Introduccion y Objetivos. De todas las manifestaciones clinicas que marcan el
Uteroglobina; prondstico de un paciente con Artritis Reumatoide (AR) el dafio radioldgico se
IL2R. considera una de las variables importantes. En los tltimos aios ademas de los
marcadores clinicos y de laboratorio cada vez cobra un mayor interés el conoci-
Keywords: miento de la influencia que pueden tener los factores genéticos en su capacidad
Rheumatoid arthritis; predictiva en el prondstico de la enfermedad. En esta linea estudios previos han
Uteroglobin; reportado distintos resultados sobre los polimorfismos en diferentes genes asociados
IL2R. con el dafio radioldgico en esta patologia. El objetivo de este estudio fue evaluar la
implicacion de las variables clinicas, analiticas y genéticas en el dafo radioldgico en
una poblacién espafiola con Artritis Reumatoide.
Metodologia. Se incluyeron 632 pacientes de la poblacion espaiola con Artritis
Reumatoide. El genotipado de las variaciones en un solo nucleétido o SNP (Single
Nucleotide Polimorphism) se llevé a cabo utilizando una micromatriz de oligonu-
cleétidos. Se realizaron andlisis de asociacion de alelos y genotipos con el dafio
articular y una prueba de asociaciéon de haplotipos.
Resultados. Este estudio incluye retrospectivamente 604 pacientes espafoles con
Artritis Reumatoide con erosiones articulares y 616 con algtin tipo de cirugia debido
a la enfermedad. El polimorfismo A587G (rs3741240) en el gen de la Uteroglobina
se asocid con un mayor dafo radioldgico definido por el fenotipo RX2 (erosiones
multiples en manos y pies) y cirugia debido a la Artritis Reumatoide (OR 1.6 y
1.7 respectivamente). El polimorfismo C4599T (rs3218253) en IL2R se asocio
también con el fenotipo RX2 (OR 2.95). Dentro de las variables analiticas y clinicas
hemos encontrado que la duracién de la enfermedad, el nimero de articulaciones
dolorosas, la VSG, el FR y los ACPA se han asociado de manera significativa con el
dano articular.
Conclusiones. Estos resultados demuestran que el polimorfismo A587G y C4599T
en los genes de la Uteroglobina e IL2R respectivamente estdan asociados con el dafio
radiologico en una poblacién espafiola con Artritis Reumatoide.

Abstract

Introduction and Objectives. Of all clinical manifestations that mark prognosis of
a patient with RA, radiological damaged is considered one of the most important
variables. In addition to clinical and laboratory markers are increasingly studying
the influence of genetic factors in the predictive ability of the RA forecast. Previous
studies have reported misleading results about polymorphisms in different genes
associated with radiological damage in RA. The aim of this study was to assess
the involvement of the clinical, analytical and genetic variables in the radiological
damage in a Spanish RA population.

Methods. Six hundred thirty-two Spanish RA patients were included. SNP
genotyping was performed using an oligonucleotide microarray. Allele and
genotype association analyses with articular damage and a haplotype association
test were performed.
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Results. This study includes retrospectively 604 Spanish RA patients with articular
erosions and 616 with surgery due to RA. The A587G polymorphism (rs3741240)
in uteroglobin gene was associated with increased radiological damage defined by
phenotypes RX2 (multiple erosions on hands and feet) and surgery due to RA (OR
1.6 and 1.7 respectively). IL2R polymorphism was associated with RX2 phenotype
(OR 2.95). Disease duration, painful joints, ESR, RF and ACPA are the analytical
and clinical variables significantly associated with articular damage.

Conclusions. These results demonstrate that the A587G and C4599T polymor-
phism in uteroglobin and IL2R genes respectively are associated with radiological

damage in a Spanish RA population.

INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es un trastorno
inflamatorio crénico y sistémico que puede afectar
a muchos tejidos y 6rganos donde a nivel articular
el transcurso de esta enfermedad conduce a
menudo a la destruccién del cartilago articular y/o
a la anquilosis de las articulaciones. El objetivo
terapéutico general en la AR es controlar los
sintomas tales como el dolor y la inflamacién
articular, prevenir la pérdida funcional y retrasar
o controlar la progresiéon del dafio a nivel de las
articulaciones (1).

El dano radioldgico es un dato que representa el
efecto acumulativo de la actividad dela enfermedad
en las articulaciones y es por esta razén por lo
que es importante hacer un buen seguimiento de
los pacientes a pesar de que no disponemos de la
informacién suficiente de cémo poder abordar
esta busqueda (2). El desarrollo de las erosiones
articulares lleva un tiempo real, aunque en algunas
ocasiones se produce mediante un proceso comple-
tamente subclinico e incluso en un tiempo muy
corto, y esto es por lo que podemos explicar en
algunos casos un diagnodstico no tan infrecuente
como es el de una AR de inicio erosiva.

Posteriormente el curso de la enfermedad puede
variar también de manera considerable de un
paciente a otro (tanto en términos de nivel de
gravedad de dafio radiolégico como de rapidez del
desenlace).

Esto significa que para poder seleccionar a los
candidatos adecuados e implementar terapias mas
agresivas en una etapa temprana de la patologia
serfa de importante ayuda disponer de predic-
tores de marcadores radiograficos de progresion
(3). Actualmente en la practica clinica existen
ciertos marcadores que nos pueden orientar para
tomar decisiones terapéuticas, pero todavia en
este momento los resultados son pobres en esta
drea. Hasta el momento los factores prondsticos
eficientes que nos permiten predecir el desenlace
en la AR se basan principalmente en la correlacién
entre las variables clinicas y los desenlaces (4).

Marcadores clinicos como los autoanticuerpos y
los reactantes de fase aguda son utiles para definir
el prondstico en las primeras etapas de la AR; no

obstante para conocer el curso de la enfermedad
y su prondstico a largo plazo lo ideal es que los
marcadores no varien y en este sentido resenamos
la importancia y en general la mayor fiabilidad que
pueden aportar los factores genéticos. Ademas de
estos ultimos debemos tener en consideracion a los
SNPs (single nucleotide polimorphism) los cuales
son facilmente evaluables en estudios poblacio-
nales ya que suelen ser abundantes a nivel del
genoma y relativamente faciles de detectar en su
estudio. Las variaciones en un solo nucledtido o
SNP son las que condicionan que cada individuo
sea diferente a otro respecto a la susceptibilidad
a padecer distintas enfermedades, al prondstico
de la enfermedad y a la respuesta a fairmacos entre
otros.

En la revisiéon de la literatura encontramos que
ciertos genes tales como son el HLA-DRBI, la
estromelisina, PTPN22, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10,
IL-4 y la IL-13 ya se han asociado previamente
en algunos estudios con el dano articular (5,
6, 7, 8). Ademas se ha constatado la relevancia
que tiene el epitopo compartido y en particular
el gen HLA-DRB1%0401 dado que esta asociado
en general con una mayor agresividad de esta
patologia y con el desarrollo de erosiones.
De igual forma en otro trabajo se observd que
aquellos pacientes con el polimorfismo 1858T
en el gen PTPN22 tenfan una puntuacion
Larsen mds alta y con un mayor dano articular
en consecuencia (9). Cantagrel y colaboradores
también demostraron en un estudio realizado en
AR con dos afios de seguimiento en 108 pacientes,
que el SNP IL1B 3954T (rs1143634) aumentaba el
riesgo de desarrollar erosiones y esto similar a lo
hallado en otro estudio pero en el polimorfismo
IL1B-511 (rs16944).

La capacidad de un SNP simple para predecir el
riesgo de la AR y su agresividad suele ser bastante
pequeiia, pero puede aumentar significativa-
mente con la combinacién de multiples SNP y
pardmetros clinicos y/o analiticos. La tecnologia
de la que ahora disponemos para evaluar el ADN
es capaz de llegar a detectar multiples SNPs en
un solo estudio y esto nos va a permitir de una
manera sencilla y rentable obtener diferentes
modelos predictivos. En los ultimos anos el
avance en esta linea fue enorme y esto permitio
mejorar el conocimiento en la susceptibilidad
genética en la AR. Ademas como ya he mencio-
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nado con anterioridad, en esta patologia un
apartado relevante es el conocimiento de la
agresividad y severidad de la misma (en términos
de dafnio estructural, de desarrollo de erosiones
6seas y protesis articulares o cirugia).

En base a esto lo que hemos intentado es realizar
un estudio que nos aporte suficiente informacién
(polimorfismos genéticos, variables clinicas y de
laboratorio) al inicio de la enfermedad acerca de la
evolucion radiografica de la AR.

MATERIAL Y METODOS

Poblacidon de estudio

Entre mayo del 2006 y enero del 2008 se realizd
una revisién exhaustiva de manera retrospectiva
de las historias clinicas de pacientes con Artritis
Reumatoide (Anexo 1-Cuaderno de Recogida
de Datos) incluyendo una cohorte final de 632
pacientes espanoles que cumplian los criterios de
clasificacién ACR de 1987 (en ese momento no
disponiamos todavia de los actualizados criterios
de clasificaciéon del 2010). Todos los pacientes
fueron seguidos en las Unidades de Reumato-
logia de seis hospitales nacionales que enumero
a continuacién: Complejo Hospitalario Univer-
sitario A Corufa (A Coruia), Hospital Univer-
sitario La Paz (Madrid), Hospital Virgen de las
Nieves (Granada), Hospital Universitario Puerta
de Hierro (Madrid), Hospital Clinic (Barcelona) y
Hospital Reina Sofia (Cérdoba).

Los criterios de inclusion establecidos para los
participantes fueron los siguientes:

o Pacientes con Artritis Reumatoide que cumplan
los criterios ACR de 1987.

o Edad de debut de la Artritis Reumatoide por
encima de los 18 anos.

¢ Raza caucasica.

e Artritis Reumatoide con mds de 5 afos de
evolucién.

o Artritis Reumatoide diagnosticada después del
1 de enero de 1990 (este punto fue anadido
para asi garantizar el acceso al tratamiento
con Metotrexato [el cual fue establecido como
el firmaco antirreumatico modificador de la
enfermedad-FAME de primera linea]).

604 de 632 pacientes con AR reclutados y 616 de
los 632 pacientes con AR tenian al analisis dafo
articular definido por erosiones y cirugia respec-
tivamente. Definimos dos fenotipos de dafo
articular identificados como RX2 (erosiones
multiples en manos y pies) y cirugia (sinovec-
tomia, artroplastia y/o reemplazo total de la
articulacion).
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Este estudio fue aprobado por el Comité Etico del
Hospital Universitario Puerta de Hierro (Madrid,
Espana) y de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki. Todos los pacientes dieron su consenti-
miento informado por escrito.

Indicadores de prondstico clinico

Las caracteristicas iniciales de los pacientes se
recopilaron de manera retrospectiva mediante
la revision de los registros de su primera visita
realizada en la consulta de Reumatologia. La
Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) se
determind por el método de Westergren, la Proteina
C Reactiva (PCR) y el Factor Reumatoide (FR)
por nefelometria y los Anticuerpos Anti-Péptido
Ciclico Citrulinado (IgG-ACPA) de clase IgG por
ELISA. En menos del 10% de los pacientes para
los que no se disponia de niveles de anticuerpos
ACPA se realizaron las mediciones especificas
para el estudio en el momento de la recopilacion
de datos.

Asimismo se realizaron radiografias de manos
y pies en el momento de la extraccién de ADN y
se cuantificaron las erosiones. Para comprobar
la asociaciéon entre nuestro método de puntua-
cién semicuantitativa y la puntuacion de Larsen
se seleccion6 aleatoriamente una submuestra
representativa de los casos. La media de la puntua-
cién de Larsen en el grupo de pacientes altamente
erosivos fue significativamente superior al resto
de pacientes [49.4 (D.E. 25.4) vs 18.5 (D.E. 16.6);
p<0.0001) (Figura 1) y el andlisis de regresion
mostré una relacion positiva entre el numero de
erosiones y la puntuacion de Larsen (p<0.0001).

Genotipado de SNPs de daiio articular

El genotipado de SNP se llevd a cabo utilizando
un nuevo microarray de ADN de baja densidad
desarrollado basado en sondas especificas de
alelo y siguiendo el proceso descrito previamente
por Balsa y colaboradores (10). Este microa-
rray permite el andlisis simultdneo de 110 SNPs
en 67 genes que han sido seleccionados por su
potencial impacto en la AR segun la literatura
publicada hasta el momento (Tabla 1).

El disefio, la fabricacion, la validacion y el analisis
del microarray de ADN se realiz6 de acuerdo con
el procedimiento descrito por Tejedor y colabora-
dores con minimas modificaciones (11). Primero
se realiza la extracciéon del ADN de una muestra
de sangre periférica utilizando un Minikit de
sangre de DNA QIAamp (Qiagen) siguiendo las
instrucciones de manufacturacion descritas y
posteriormente la amplificacién del ADN de
interés se lleva a cabo en varias reacciones de PCR
Multiplex. Los productos de PCR se marcaron
con fluorescencia y se hibridaron con el microa-
rray en una plataforma automatizada (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, EEUU). Finalmente
se escanearon los microarrays (Innopsys S.A.,
Carbonne, Francia) y se determinaron los genotipos
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Tabla 1.- Caracteristicas de los genes evaluados y sus polimorfismos

SNP# Simbolo Gen Nombre del gen Polimorfismo ID (rs)

1 RUNX1 Runx-related Transcription Factor 1 G2677T rs2268277
2 PADI4 Peptidylarginine Deiminase type IV G558 rs11203366
3 PADI4 Peptidylarginine Deiminase type IV V82A rs11203367
5 PADI4 Peptidylarginine Deiminase type IV L117L rs1748033
7 VEGF Vascular Endothelial Growth Factor C634G rs2010963
8 PDCD1 Programmed Cell Death 1 C+872T rs2227981
9 VDR Vitamin D receptor AposVS7+283(b>B) rs1544410
10 NFKBILI NF of k light pp enhan;er Bcells inhibitor-like T-62A 152071592
11 PARP1 Poly ADP-ribose polymerase 1 C1362T rs7531668
12 CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 A49G rs231775
15 IL18 Interleukin 18 G-137C rs187238
16 TP53 Tumor Protein p53 codon 72 rs1042522
17 TNFR1 Tumor Necrosis Factor Receptor 1 36 A/A rs1139417
18 GSTM1 Glutathione S-transferase M1 null allele not available
19 GSTT1 Glutathione S-transferase T1 null allele not available
20 TNFR2 Tumor Necrosis Factor Receptor 2 T587G rs1061622
21 MMP3 Matrix Metalloproteinase 3 113G/A (R30Q) rs3025058
23 NAT2 N-Acetyltransferase 2 282C>T rs1041983
24 NAT2 N-acetyltransferase 2 590G>A rs1799930
25 PTPN22 Protein-tyrosine phosphatase, non-receptor 2 1858C/T 152476601
26 TPSN Tapasin Arg260Thr rs2071888
27 FCRL3 Fc receptor-like protein 3 -169 T/C rs7528684
29 SLC22A4 Solute Carrier Family 22 A4 1672C-T 1050152
31 TNFA Tumor necrosis factor-alpha -238 G>A rs361525
32 TNFA Tumor necrosis factor-alpha C-308T rs1800629
33 IL1IRN The IL-1 receptor antagonist T2018C rs419598
34 ILIRN The IL-1 receptor antagonist T2073C,in2 (IL-1RN*2) rs423904
35 MTHFR Methylenetetrahydrofolate Reductase C677T rs1801133
36 TPMT Thiopurine s-Methyltransferase G460A rs2842934
38 TNFA Tumor necrosis factor-alpha -857C/T rs1799724
39 SCGB1A1 Uteroglobin A587G rs3741240
40 ATIC Carboxamide ribonucleotide formyltransferase 347GG rs2372536
41 TIM3 Tcell immunoglobulin domain mucin domain 3 -547T>C rs10515746
42 TIM3 Tcell immunoglobulin domain mucin domain 3 4259G>T rs1036199
43 NOTCH4 Notch homolog 4 intron T/G rs2269418
44 MDR-1 Multidrug Resistance Protein 1 C3435T rs2235048
45 MICA MHC class I chain-related gene A Intron C/T rs2252223
46 IL4R Interleukin 4 Receptor Q551R rs1801275
47 MICA MHC class I chain-related gene A Intron G/T not available
48 IL10 Interleukin 10 -A2849G rs6703630
49 IL10 Interleukin 10 1082A>G rs1800896
50 TNFA Tumor necrosis factor-alpha C-308T rs1800629
51 IL10 Interleukin 10 -1087 (GG) rs1800896
52 FGB Fibrinogen B beta polypeptide G455A rs1800790
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53 PLAU Urokinase -A2849G rs4065
54 LTA Lymphotoxin alpha gene T249C rs909253
55 LTA Lymphotoxin alpha gene C365G rs746868
56 LTA Lymphotoxin alpha gene G720C rs1041981
57 SLCI9A1 Solute Carrier Family 19 A4 G80A rs1051266
58 ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 R/G241 rs1799969
59 VDR Vitamin D receptor Fokl rs10735810
60 CHMII Chondromodulin IT Val58Ile rs31517
62 VEGF Vascular Endothelial Growth Factor C936T rs3025039
63 IL1B Interleukin 1, beta 3954 C/T rs1143634
64 HLA-DQB2 Histocompatibility Antigen CDS C/T rs1573649
65 HLA-DQB2 Histocompatibility Antigen Intron T/C rs2301271
66 MTNRI1B Melatonin Receptor 1B A/G rs1562444
67 MHC2TA Major Histocompatibility Complex, class II A/G rs3087456
69 MTHFR Methylenetetrahydrofolate Reductase A1298C rs1801131
70 MCP1 Monocyte chemotactic protein 1 (-2518)G>A rs1024611
71 FASLG Fas Ligand minus 843C/T rs763110
72 IBD5 Inflammatory Bowel Disease 5 locusIGR2060a_1 rs2522057
74 CD16A CD16A V158F (G/T) rs396991
75 IL1B Interleukin 1, beta -511 (C/T) rs1799916
76 1L4 Interleukin 4 C34T rs2070874
77 CASP9 Caspase 9 Co3T rs4645983
81 TPMT Thiopurine s-Methyltransferase (allele 5) T145C (Leu49Ser) not available
82 TPMT Thiopurine s-Methyltransferase (allele 6) A539T not available
83 TPMT Thiopurine s-Methyltransferase (allele 7) T681G (His227GIn) not available
85 NAT2 N-Acetyltransferase 2 341T>C rs1801280
90 HLA Histocompatibility Antigen HLA B27 not available
91 Tfi‘z‘;éfs Region g?;;f;;ig;ﬁ%ﬁfi?mr L intergenic A/G 1s3761847
92 STAT4 Signal transducer a?i((i)sztivator of transcrip- intron G/T $7574865
o3 TNgEIIg; 5 Tumor necrosis factor, ?lpha-induced protein - 10199194

Oligodendrocyte transcription factor 3
94 KLF12 Kruppel-like factor 12 intron A/C rs1324913
95 %éfélz?\; Caspase recruitment domain family, member 8 C10X rs2043211
96 IL6 Interleukin 6 G-174C rs1800795
97 IRF5 Interferon regulatory factor 5 indel tagger C/T rs10488631
98 CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 CT60 rs3087243
99 CD40 CD40 molecule,il;lrﬁ];:;esptor superfamily intron G/T 14810485
100 REL V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog G/T rs13031237
101 MMP13 Matrix metallopeptidase 13 -77G/A rs2252070
102 MMP2 Matrix metallopeptidase 2 -1306 C/T rs243865
103 FCGR2A Fc fragment of IgG, low affinity Ila, receptor A519C rs1801274
104 FCGR2B Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor 11e232Thr rs1050501
105 FCGR3A Fc fragment of IgG, low affinity IIa, receptor A559C rs396991
106 IL2RB Interleukin 2 receptor, beta intron C/T rs3218253
107 IL10 Interleukin 10 -1082G>A rs1800896
108 IL4R Interleukin 4 receptor Ile75Val rs1805010
109 PRL Prolactin -1149 G/T rs1341239
110 ATF1 Allograft inflammatory factor 1 exon 4 C/T 1s2269475
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Figura 1. Correlacion con método Larsen

de SNP utilizando el software de genotipado MG
1.0 (11). El genotipado de HLA-DRBI se realizd
utilizando el método de sonda de oligonucledtidos
especifica de secuencia (SSO) utilizando la prueba
de tipificacion LABType SSO DRB1 (One Lambda,
Canoga Park, CA, EEUU) y un analizador de flujo,
Luminex 200.

El microarray de ADN permite el genotipado
simultaneo de 110 SNP en 67 genes incluido el
polimorfismo A587G (rs3741240) en el gen de la
uteroglobina, el polimorfismo 113-/A (rs3025058)
en el gen de la MMP3, el polimorfismo C4599T
(rs3218253) en el gen del IL2RB, el polimor-
fismo C872T (rs2227981) en el gen del PDCDI,
el polimorfismo A1969G (rs1801275) en el gen
del IL4R y el polimorfismo C1672T (rs1050152)
en el gen del SLC22A4. Finalmente se escanearon
los microarrays y se determinaron los genotipos
de los SNPs utilizando el software de genotipado
MG 1.0.

Analisis estadistico

Losanadlisis estadisticos se realizaron utilizando los
softwares Helix TreeTM v6.4.2 (Golden Helix Inc.,
Bozeman, Montana, EEUU) y el SPSS v15.0 (SPSS,
Chicago, IL, EEUU). El umbral de significacién
estadistica se predefinié como un valor de p<0.05.

Se realizé una prueba de desviacidén del equili-
brio de Hardy-Weinberg (HWE) para cada SNP.
Las pruebas de asociacion se realizaron mediante
el test de Chi-Cuadrado (X?). La magnitud de
la asociacion se expresé como odds ratio (OR)
con un intervalo de confianza (IC) del 95%. Se
construyeron haplotipos y se estimaron frecuen-
cias utilizando el algoritmo de maximizacién de
expectativas. La asociacion entre las frecuencias de
haplotipos y el dafio articular se evalu6 mediante
la prueba de Chi-Cuadrado. Las asociaciones de
las variables demograficas y clinicas con el dafo
articular se analizaron mediante la prueba de la
t de Student, la prueba de la U de Mann-Whitney
o la prueba de la Chi-Cuadrado segun la variable
probada.

RESULTADOS

La cohorte del estudio incluyé a 632 pacientes
espaioles con AR (Tabla 2) con una edad media
de inicio de la enfermedad de 49.6 + 13.5 afos
(medias = S.E.) y un tiempo medio de evolucién
desde el inicio de la enfermedad de 10.8 + 4.7 afnos.
Al inicio de la enfermedad la media de articula-
ciones dolorosas es de 9.9 + 6.9, la VSG 41.1 *
26.3, la PCR 4.2 £ 7.7, el FR 196.6 + 301.3 y los
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Tabla 2.- Variables Demograficas de los 632 pacientes

Edad

60.9 =+ 13.7

Duracién enfermedad (afos)

10.8 + 4.7

Género, femenino (%)

442 (73.2%)

Edad inicio (afos) 49.6 £ 13.5
Fumadores (%) 34%
Articulaciones dolorosas, n 9.9+6.9
VSG (mm/hora) 41.1 +26.3
PCR (mg/l) 42+7.7
FR (UI/ml) 196.6 £ 301.3
ACPA (U/ml) 458.2 £ 563.6

Abreviaturas: VSG (Velocidad Sedimentacion Globular); PCR (Proteina C Reactiva); FR (Factor Reumatoide); ACPA

(anti-citrullinated proteins antibodies)

ACPA 458.2 + 563.6. De los 632 pacientes con AR
tenemos datos de recuento de erosiones en 604 de
ellos e informacién de cirugia en unos 616. Un
total del 30% de ellos (n=182) presentan erosiones
multiples en manos y en pies (fenotipo RX2) y el
20.9% (n=129) se sometid a algun tipo de cirugia
(cualquier intervenciéon articular incluyendo la
protesis).

De todas las variables clinicas y analiticas 6 de ellas
se asociaron con el fenotipo RX2. Dichas variables
fueron la edad, la duracion de la enfermedad, el
numero de articulaciones dolorosas, la VSG, FR y
ACPA; sin embargo tanto la edad de inicio como
la PCR no mostraron ningun tipo de asociacién
(Tabla 3). Por otro lado la cirugia se asoci6 signifi-
cativamente con 3 variables analiticas (PCR, VSG

Tabla 3.- Variables analiticas y clinicas asociadas con fenotipo RX2

RX-2 NO RX-2 SI
Fenotipo RX2 n =422 n =182 Valor P

(69.9%) (30.1%)
Edad 60.2 + 14.4 62.4 +11.8 0.08
Duracién enfermedad (afnos) 9.7 £ 4 13.4 + 5.4 <0.0001
Género, femenino (%) 316 (74.9%) 126 (69.2%) 0.15
Edad inicio (afios) 50.1 + 14.1 48.6 + 12.1 0.22
Fumadores (%) 31.9% 38.6% 0.11
Articulaciones dolorosas, n 9+6 12+7 <0.0001
VSG (mm/hora) 37.7 £ 24.5 49.2 + 28.6 <0.0001
PCR (mg/l) 4.1 £ 8.7 4.4 +47 0.7
FR (UI/ml) 174.9 £ 300.9 245.4 £ 297.3 0.011
ACPA (U/ml) 382.4 £ 510.8 630.7 £ 637.1 <0.0001

Abreviaturas: VSG (Velocidad Sedimentacion Globular); PCR (Proteina C Reactiva); FR (Factor Reumatoide); ACPA

(anti-citrullinated proteins antibodies)
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y ACPA) y 2 variables clinicas (numero de articu-
laciones dolorosas y duraciéon de la enfermedad)
(Tabla 4).

De los 89 SNPs estudiados encontramos que 2
SNPs se asociaron con el fenotipo RX2 (en los
genes SCGB1A1 e IL2RB). Este analisis identi-
ficé que la frecuencia del alelo AG del gen de
la uteroglobina (rs3741240, A587G) (OR 1.6;

IC 95% 1.1-2.3) y el SNP (rs3218253, C4599T)
del gen IL2RB se asocian significativamente
con el fenotipo RX2 (OR 2.95; IC 95% 1.1-7.7)
(Tabla 5). La cirugia mostré también una asocia-
cion positiva con el SNP (rs3741240, A587G)
ubicado en el gen de la uteroglobina (OR 1.7;
IC 95% 1.0-2.9). Los alelos mas frecuentemente
asociados son AA para el gen de la uteroglobina
(Cuadro 5).

Tabla 4.- Variables analiticas y clinicas asociadas con cirugia articular

Cirugia NO

Cirugia SI

Fenotipo Cirugia articular n = 487 n =129 Valor P
(79.1%) (20.9%)
Edad 60.4 £ 14 62.6 + 12.7 0.11
Duracién enfermedad (afios) 10.1 + 4.1 13.6 £ 5.6 <0.0001
Género, femenino (%) 357 (73.3%) 94 (73%) 0.92
Edad inicio (anos) 50 + 13.6 48.1 + 13 0.16
Fumadores (%) 33.8% 34.4% 0.89
Articulaciones dolorosas, n 10 £ 7 11+£7.1 0.08
VSG (mm/hora) 39.3 +25.3 46.9 + 28.2 0.005
PCR (mg/1) 3.6+7.1 5.9 £9.29 0.01
FR (UI/ml) 182.4 + 280.1 245.6 £ 371.2 0.04
ACPA (U/ml) 395.3 £ 519.5 687.9 £ 660 <0.001

Abreviaturas: VSG (Velocidad Sedimentacion Globular); PCR (Proteina C Reactiva); FR (Factor Reumatoide); ACPA

(anti-citrullinated proteins antibodies)

Tabla 5.- Variables genéticas asociadas con los diferentes fenotipos

Fenotipo Rs ID Simbolo Gen SNP Genotipo Asociado OR 95% CI  Valor P
rs3741240 SCGB1A1l A587G AA or AG 1.6 1.1-2.3 0.01
RX2
rs3218253 IL2RB C4599T CC 295 1.1-7.7 0.002
Cirugia rs3741240 SCGB1A1l A587G AA 1.7 1.0-2.9 0.04
Articular
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DISCUSION

Nuestros datos identificaron que la presencia de
un SNP dentro del locus del gen de la uteroglo-
bina (rs3741240) estd asociado con el dafo radiol6-
gico en la Artritis Reumatoide ocasionando el
desarrollo de multiples erosiones en manos y pies
y la necesidad de cirugia. De manera similar un
SNP dentro del locus del gen IL2RB (rs3218253)
esta significativamente asociado con el desarrollo
de multiples erosiones en manos y pies.

En nuestro trabajo hemos definido el dafo articular
en funcién de la presencia o ausencia de erosiones
en manos y pies y la cirugia articular. En base a estos
elementos definimos estos dos fenotipos denomi-
nados RX2 (erosiones multiples en manos y pies) y
cirugia (cualquier intervencién articular incluyendo
las protesis). Para mejorar el método de clasificacion
utilizado por nosotros, en la evaluacion de la afecta-
cion articular se designd previamente si existia una
buena correlacion con los sistemas existentes acredi-
tados hasta el momento como el método Larsen;
de lo contrario nuestro sistema seria inutil para la
evaluacion del dano conjunto (12, 13, 14). El método
de Larsen evalua las erosiones e interlinea de forma
global en 16 areas de las manos y pies puntuando
cada zona de 0 a 5 y la puntuacién puede oscilar
entre 0 y 160. Finalmente constatamos una correla-
cion entre los dos sistemas de evaluaciéon con un
resultado estadisticamente significativo (p<0.001).
En aquellos pacientes en los que teniamos menos
erosiones o ausencia de las mismas la puntuacion
Larsen era mucho mas baja que en los pacientes en
los que el nimero de erosiones era mayor (Figura 1).

Analizamos estos fenotipos en un total de 632
pacientes con AR y detectamos un grupo de
polimorfismos y variables clinicas y de laboratorio
que se asociaron al dafio radioldgico en los dos
tenotipos diferentes estudiados (RX2 y cirugia).
Postulamos asi con nuestros datos la asociacién del
gen de la uteroglobina con el daio radiolégico. La
uteroglobina es una proteina con una estructura
similar a las citoquinas ubicada en el gen SCGB1A1
y la cual tiene propiedades inmunomoduladoras
y antiinflamatorias (inhibe PLA2, quimiotaxis y
tagocitosis). Es producida por las células epiteliales
de la mucosa del pulmoén, del ttero y de la prostata
y se cataboliza en los tubulos renales proximales.

Como ocurre con la mayoria de los polimorfismos el
SNP analizado en este estudio (A587G) se encuentra
en un area que regula la transcripcion génica.
Diferentes SNPs de esta proteina se asociaron en
estudios previos con otras enfermedades como el
asma y la nefropatia por IgA (15). En algunos de
estos trabajos se sugiere incluso que los portadores
del alelo A producian niveles mas bajos de uterog-
lobina (16). Otros trabajos afirman que la presencia
de 2 alelos A (la homocigosidad o genotipo AA)
se asocia sin embargo con una menor severidad
de la AR (17) y resultando altamente protectora
para el desarrollo de erosiones. La presencia de al
menos un alelo variante que contenga una G en esta
posicion predecia una enfermedad mas grave.
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En contraste con esto nuestros resultados sugieren
quelospacientes con 2 alelos A (genotipo AA) tienen
un mayor riesgo de desarrollar erosiones multiples
(fenotipo RX2) y requerir una cirugia articular que
los pacientes con genotipo GG homocigoto. De
hecho el alelo A confiere por si mismo gravedad
al modelo y por lo tanto la frecuencia de erosiones
radiolégicas multiples en manos y pies fue signifi-
cativamente menor en pacientes con genotipo GG
homocigoto.

Enestalinea MenegattiE.ycolaboradoresdemostraron
que el andlisis de la frecuencia de genotipos del gen de
la uteroglobina mostré un aumento en los genotipos
GA y AA del polimorfismo ¢.38G>A en los pacientes
en comparacion con los controles y los cuales tienen
un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad
del tejido conectivo tisular (artritis reumatoide y
vasculitis sistémica) (18).

Kim YS sugiere que el polimorfismo en la uterog-
lobina (38th nucleétido A a G) es un marcador
importante para la progresion otras patologias
como la nefropatia por inmunoglobulina A vy
ademds puede modular el nivel de expresion de la
proteina. El riesgo de progresion de la enfermedad
aumentd a medida que se incrementaba el numero
de alelos A y la razon de probabilidad de progre-
sién con el genotipo AA era mayor en compara-
cion con los pacientes que mostraban el genotipo
GG (4.9; 95% IC =1.0-23.9) (19).

La interleucina-2 (IL-2) es una citocina pleiotro-
pica que impulsa el crecimiento de las células T,
aumenta la actividad citolitica de las NK (Natural
Killer), induce la diferenciacion de células T
reguladoras y media la muerte celular inducida
por activacidn (20). La asociacion de IL2RB con la
artritis reumatoide fue ya estudiada previamente
y mds recientemente también se descubrié que la
region IL2RA esta asociada con otras enferme-
dades autoinmunes como la esclerosis multiple y la
diabetes tipo 1 (21).

Entre las variables clinicas y de laboratorio de
nuestro estudio identificamos su asociacidén con
los fenotipos de dano estructural y cirugia algunas
tales como la duracion de la enfermedad, el numero
de articulaciones dolorosas, la VSG basal, los titulos
de FR y los titulos de ACPA. Varios estudios previos
hacen ya referencia al valor prondstico de estas
variables clinicas y de laboratorio como es el caso
de los anticuerpos ACPA (22). Los ACPA ya fueron
analizados en multiples estudios previos donde
se encontrd su asociaciéon con el dano estructural
en la evoluciéon de la enfermedad, asi como con el
factor antiperinuclear (23). Ambos demostraron
su superioridad global frente a los anticuerpos
anti-antiqueratina (tres variantes de los péptidos
anti-citrulinados) (24, 25, 26). Algun trabajo
no pudo demostrar con total claridad si el curso
clinico de la enfermedad (aparte del dano estruc-
tural) podria estar influenciado por ser o no ACPA
positivo (27). En nuestro proyecto observamos la
asociacion del dano radioldgico y los titulos de
ACPA, asi como otros factores de laboratorio como
el FR y VSG alta, en el momento del diagndstico.
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Los cambios radiograficos estadisticamente signifi-
cativos se han asociado con niveles séricos de
diferentes isoformas del FR como la IgA, IgM e
IgG (28, 29). De hecho hay trabajos de mas de 10
anos al respecto, aunque pocos cuando tratamos
de analizar la potencia de cada isoforma.

Multiples estudios recientes indican que la
relacion existente entre ACPA, FR y dafio radiolé-
gico parece ser completamente independiente
(30), pero la superioridad de ACPA sobre los otros
marcadores parece clara en todo lo discutido hasta
ahora. En nuestro proyecto aunque ACPA y FR
son significativos, los primeros quedan patentes
como mds relevantes (p <0.001 versus p <0.004).
La VSG elevada al inicio parece predecir un
mal resultado desde el punto de vista del dafo
articular (31, 32); resultado que concuerda con
algunos estudios previos a corto (33, 34, 35, 36)
y largo plazo (37, 38, 39). Un aspecto interesante
de nuestros datos como en otros trabajos, es que
no pudimos demostrar una relaciéon entre el dafio
articular y la PCR (40). El papel de los parame-
tros clinicos y de laboratorio tales como el sexo,
la edad o el nimero de articulaciones dolorosas e
inflamadas se discutié en varios estudios a corto
plazo, pero los resultados fueron entre ellos
contradictorios. En nuestro proyecto el numero
de articulaciones dolorosas y la duracién de la
enfermedad aparecen relacionadas con el dafio
estructural.

Nuestro trabajo tiene las siguientes limitaciones:
1) Es un estudio de asociacién y no se puede
concluir que haya causalidad. 2) Hemos utilizado
un microarray que permite el andlisis simultaneo
de 110 SNPs en 67 genes que han sido seleccio-
nados por su potencial impacto en la AR segln
la literatura publicada hasta el momento. Actual-
mente existen microarrays con mayor numero de
SNPs.3) No se han replicado los resultados en otra
cohorte.

CONCLUSIONES

Consideramos que la genética de la artritis
reumatoide al igual que en otras enferme-
dades reumadticas esta variando significati-
vamente en el conocimiento en estos ultimos
anos (41). El desarrollo de instrumentos como
el que hemos presentado estd en constante
evolucidon y esta es una de las lineas en la que
debemos seguir trabajando para encontrar un
modelo que nos permita realizar un diagndstico
precoz, conocer el pronéstico de la enfermedad
y poder aplicar terapias mdas precisas (alta
eficacia y baja toxicidad). Del amplio niimero
de genes analizados en este estudio, nosotros
proponemos los genes de la Uteroglobina e IL2R
respectivamente, los cuales se podrian unir a
la Prostaglandin E receptor 4 (PTGER4) (42)
como candidatos para predecir el dafio radiold-
gico en una poblacidon espafiola con Artritis
Reumatoide.
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