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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Introduccién: La asociacién genética mas importante en artritis reumatoide (AR) se presenta
Recibido el 30 de enero de 2021 con algunos alelos del gen HLA DRB1 que codifican el epitope compartido (EC).
Aceptado el 20 de mayo de 2021 Objetivos: Aplicar los métodos de clasificaciéon de EC de Gregersen et al., de Vries et al,,
On-line el 10 de agosto de 2021 Raychaudhuri et al., Mattey et al., y Tezenas du Montcel et al., en un grupo de pacientes
colombianos con AR, y determinar los alelos HLA DRB1 mads frecuentes en esta poblacién.
Palabras clave: Métodos: Diagnéstico para AR, estudio genético de la regién HLA DRB1 por tecnologia
Artritis reumatoide Luminex® de 50 sujetos AR y 50 sanos. Para andlisis comparativos de clasificaciones EC,
Epitope compartido se aplicaron las pruebas test exacto de Fisher y Chi-cuadrado y se realizaron tablas de con-
Anticuerpos antipéptidos ciclicos teos para los alelos relacionados con AR. Se estimé la razén de odds para determinar el riesgo
citrulinados entre la presencia de EC y los anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados (anti-PCC).

Resultados: Los métodos de Gregersen et al. y de Vries et al. fueron adecuados parala caracte-
rizacién de AR en esta poblacién (p =0,006). Los alelos HLA DRB1 mads prevalentes en el grupo
AR fueron 14:02, 04:04, 08:02, 04:05 y 10:01. Se encontraron altas frecuencias de los alelos
HLA DRB1 07:01, 03:01, 13:02, 01:02 y 12:01 en poblacién sana. Alelos HLA DRB1 con distribu-
cién similar en ambas poblaciones fueron: 04:07, 15:01, 11:01, 16:02 y 01:01. Se observé alta
frecuencia de individuos EC* en el grupo AR anti-PCC* (63,15%); no obstante, sin asociacién
estadistica (OR: 2,4 [0,63-9,01]; p=0,19).
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Conclusién: Los métodos de clasificacién para EC de Gregersen et al. y de Vries et al. fueron
adecuados caracterizando AR en un grupo de poblacién colombiana. Se corroboré equivalen-
cia del 100% entre los alelos de susceptibilidad definidos por de Vries y los alelos asignados

como EC seglin Gregersen et al.
© 2021 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U.
Todos los derechos reservados.
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Shared epitope classification methods according to Gregersen and
de Vries allow adequate characterization of patients with rheumatoid
arthritis in a Colombian population

ABSTRACT

Introduction: The most important genetic association in rheumatoid arthritis (RA) is presen-
ted with some alleles from the HLA-DRB1 gene that encode the shared epitope (SE).
Objectives: To apply the SE classification methods of Gregersen, de Vries, Raychaudhuri,
Mattey, and Tezenas du Montcel in a group of Colombian patients with RA and determine
the most common HLA-DRB1 alleles in the population.
Methods: RA diagnosis, genetic study of the HLA-DRB1 region using Luminex® technology
in 50 RA and 50 healthy subjects. For the classification analysis, Fisher’s exact test and chi-
squared test were applied. Tables were created to count the RA-related alleles. We used odds
ratio to determine the risk between the presence of the shared epitope (SE) and anti-cyclic
citrullinated peptides (Anti-CCP).
Results: Gregersen et al. and de Vries et al. methods were suitable for the characterization
of RA in this population (P=.006). The most prevalent HLA-DRB1 alleles in the RA group were
14:02, 04:04, 08:02, 04:05, and 10:01. High frequencies of the 07:01, 03:01, 13:02, 01:02, and
12:01 HLA-DRB1 alleles were found in the healthy population. HLA-DRB1 alleles with similar
distribution in both populations were 04:07, 15:01, 11:01, 16:02, and 01:01. A high frequency
of SE* was observed in Anti-CCP* individuals (63.15%); however, this was not statistically
significant (OR 2.4 [.63-9.01]; P=.19).
Conclusion: The SE classification methods of Gregersen et al. and de Vries et al. were adequate
in characterizing RA in a Colombian population group. An equivalence of 100% was verified
between the susceptibility alleles defined by de Vries and the alleles assigned as SE according
to Gregersen et al..

© 2021 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U.

All rights reserved.

Introduccién

Aunque hay acuerdo, en general, acerca de la predisposicién
de los alelos con EC para AR, no todos conllevan el mismo
riesgo>’-1*1> ademés hay discrepancias relacionadas con los

El locus HLA DRBL1 es el factor de riesgo genético con mayor
significancia asociado con artritis reumatoide (AR)%?. De la
década de 1970 datan estudios sobre esta relacién, en los
cuales se observé que el subtipo HLA DR4 tenia una mayor
frecuencia en pacientes con AR, comparado con la poblacién
control®. Otros alelos HLA DR, por ejemplo, HLA DR14 en
nativos americanos* o HLA DR1 y DR10 en poblaciones
caucésicas®, también se relacionan con la enfermedad. El
andlisis de la secuencia de los alelos HLA DRB1 asociados con
AR mostré que la mayoria de los pacientes con AR comparte
unas secuencias conservadas de aminodacidos en la tercera
regién hipervariable (HV3) de la molécula HLA DR, las cuales
han sido denominadas epitope compartido (EC)®’. Los alelos
que codifican para el EC se asocian con susceptibilidad para
AR®? y también con la severidad de la enfermedad!®';
adicionalmente, se han asociado con la produccién de anti-
cuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados (anti-PCC)™>'3.

alelos precisos que determinan esta susceptibilidad'*'®.

Se han propuesto gran nimero de modificaciones con
respecto a la clasificacién del EC en diferentes poblaciones
analizadas, en relacién con variaciones en las posiciones de
los aminoacidos dentro de la cadena HLA DR@. El objetivo
de este estudio fue determinar los alelos HLA DRB1 en un
grupo de individuos colombianos con y sin AR, y correlacio-
nar los métodos de clasificacién de EC de Gregersen et al.?, de
Vrieset al.”, Raychaudhuri et al.'*, Mattey et al.” y Tezenas du
Montcel et al.» en esta poblacién.

Clasificacion Gregersen et al.

La clasificacién clasica de EC se basa en secuencias conser-
vadas de tres variantes de aminodcidos homélogos en las
posiciones 70-74 de la molécula HLA DRB1%’. Estas secuencias



REV COLOMB REUMATOL.2023;30(1):37-46 39

corresponden a los aminoacidos QKRAA (alelos 04:01, 04:11,
04:09), QRRAA (alelos 01:01, 01:02, 01:04, 01:05, 04:04, 04:05,
04:08, 14:02) y RRRAA (alelos 10:01 y 10:02).

Los andlisis de haplotipos revelaron que los aminoacidos en
las posiciones 11 (o 13) 71 y 74 HLA DR1 se relacionaron con
riesgo para AR, y se definieron 16 haplotipos de riesgo®*.

Clasificacién Tezenas du Montcel et al.

Tezenas du Montcel et al.» sugirieron que el riesgo represen-
tado por la presencia de la secuencia RAA en las posiciones
72 a 74 es modulado por los aminodcidos en las posi-
ciones 70 y 71 de la cadena HLA DRB1. El estudio fue
realizado en pacientes franceses con AR, y los alelos se dividie-
ron en dos grupos, de acuerdo con la presencia o ausencia de
la secuencia RAA en las posiciones 72-74, representados como
alelos S 0 X, respectivamente. Los alelos S se dividieron subse-
cuentemente de acuerdo con el aminodcido en la posicién 71:
S1para ARAAyERAA, S2 para KRAA y S3 para RRAA. Los alelos
S3 se subdividieron adicionalmente de acuerdo con el ami-
noacido en la posicién 70, de modo tal que S3D correspondid
a la secuencia DRRAA y S3P a las secuencias QRRAA o RRRAA.
Comparaciones entre alelos mostraron que el riesgo asociado
con S1, S3D y X no difirié significativamente y que estos alelos
representaron bajo riesgo, por lo cual fueron agrupados como
un solo alelo denominado L. Se establecié la siguiente jerar-
quia de riesgo: significativamente mayor para S2 con respecto
a S3P (p<0,002), el cual a su vez fue mayor que el asignado a
L. El genotipo de mayor riesgo fue el S2/S3P; este riesgo fue 6,6
veces mayor con respecto al genotipo L/L, seguido por S2/S2,
S3P/S3P, S2/L y S3P/LY°.

Clasificacién De Vries et al.

Estudios en poblacién caucasica consideraron el EC segin
las posiciones de aminoécidos 67, 70, 71, 73 y 74, corres-
pondientes a las secuencias LQKAA (DRB1'04:01 o 04:09),
LQRAA (DRB1%01:01, 01:02, 04:04, 04:05, 04:08, 14:02) 0 LRRAA
(DRB1*10:01), y los denominaron alelos de susceptibilidad (S).
Adicionalmente, clasificaron los alelos que codifican isoleu-
cina en la posicién 67 o acido aspartico en la posicién 70 HLA
DRP1 como protectores (P) y a todos los demds alelos como
neutrales (N)°.

Clasificacion Mattey et al.

En estudios realizados en poblaciones del Reino Unido
y Espana estratificaron los alelos HLA DRB1 en cinco
grupos, dependiendo del aminoacido en la posicién 70
y si formaban parte o no de la secuencia clasica del
EC, y se establecieron las siguientes jerarquias de riesgo:
Q70EC* > Q70EC* >R70EC* > R70EC* > D70EC*’.

Clasificacion Raychaudhuri et al.

En este caso se usaron datos de polimorfismos de nucleétido
Unico (SNP) de genoma completo, a partir de un metaandli-
sis GWAS de AR para HLA-A, B, C, DPA1, DPB1, DQA1, DQB1
y DRB1 en el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH).

Pacientes y métodos

Consideraciones éticas

Los pacientes incluidos en el estudio acudieron a consulta
en el Hospital Militar Central, ubicado en Bogoté (Colombia),
durante el periodo de mayo del 2012 a mayo del 2014, y aproba-
ron su participacién en el estudio firmando un consentimiento
informado. Los comités de ética de las instituciones partici-
pantes, segin los principios de la Asamblea Médica Mundial
expuestos en su Declaracién de Helsinki, aprobaron la inves-
tigacién: Universidad Nacional de Colombia (24/10/2013-62),
Hospital Militar Central (2014-4337).

Se incluyeron 50 individuos con diagnéstico de AR, segin
criterios clasificatorios del Colegio Americano de Reumato-
logia de 1987 o del 2010'%, y 50 individuos sin AR que no
cumplieran estos criterios diagnésticos ni presentaran ante-
cedentes familiares de autoinmunidad. Con respecto a la
ascendencia, para toda la poblacién que perteneci6é a esta
investigacién se tuvo en cuenta que al menos tres lineas gene-
racionales de los individuos participantes hubiesen nacido en
territorio colombiano; la muestra se consider6 constituida por
mestizos colombianos. La poblacién sana fue seleccionada en
el mismo hospital, en el sitio de trabajo, o fueron vecinos de
los pacientes, con condiciones ambientales y socioeconémi-
cas similares, y se parearon por edad y sexo, excepto por un
individuo de sexo masculino en el grupo sin AR.

Criterios de exclusion

Los participantes de este estudio lo fueron también de una
investigacién alterna (resultados en proceso de publicacién),
y se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de exclusion:
infeccién actual o diagnéstico de neoplasia, presencia de otras
enfermedades autoinmunes, tratamiento con antibiéticos en
los ultimos tres meses, tener menos de seis dientes en la
boca, tratamiento periodontal u ortodéntico en los ultimos
seis meses, mujeres en embarazo o lactancia, habito de fumar
actual o pasado.

Anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados IgG/IgA

Se utilizé el kit Quanta Lite CCP3.1® IgG/IgA ELISA, segin
instrucciones del fabricante. El resultado final se obtuvo en
unidades ELISA/ml, y se consideré valor negativo <20 UL

Caracterizacion de alelos HLA DRB1

La extraccién de ADN se llevé a cabo con el método de Sal-
ting Out, kit CorpoGen®. La tpificacién de alelos HLA DRB1 se
realizé en una plataforma Luminex® 100/200, utilizando el kit
Inmucor, Lifecodes® HLA-DRB1 SSO TypingKit, 628923, Stam-
ford, CT, EE. UU,, siguiendo las instrucciones del fabricante; los
datos se analizaron empleando el software LifeMatch DNA.
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Tabla 1 - Caracteristicas de la poblacién con AR y sanos

AR Sanos Valor de p

n (%) n (%)

50 (100,00) 50 (100,00)
Edad (promedio en anos) 47,83 49,06 NA
Mujeres 42 (84,00%) 41 (82,00%) NA
Anti-PCC 38 (76,00%) 0 0,001*

Anti-PCC: anticuerpos frente a péptidos ciclicos citrulinados; AR: artritis reumatoide; NA: no aplicable (individuos pareados por edad y sexo,

excepto por un individuo de sexo masculino en el grupo sin AR).

Tabla 2 - Relacién entre anti-PCC y EC segin Gregersen en individuos con AR

EC Anti-PCC* Anti-PCC~ OR (IC 95%) Valor de p
n (%) n (%)
38 (76) 12 (24)

EC* (%) 24 (63,15) 5 (41,66) 2,4 (0,63-9,01) 0,19

EC™ (%) 14 (36,84) 7 (58,33)

Datos disponibles para 50 individuos AR.

Anti-PCC: anticuerpos frente a péptidos ciclicos citrulinados; AR: artritis reumatoide; EC: epitope compartido; EC*=EC*/EC* y EC*/EC™.

EC =EC~/EC~; OR: razén de odds.

Analisis estadistico

Se usaron los programas sPss® version 20.0 y R versién 3.2.2,
se aplicaron las pruebas Chi-cuadrado o Fisher, una u otra
seleccionada seglin la cantidad de eventos dentro de las cate-
gorias para cada método de clasificacién. Se realizaron tablas
de conteos para los alelos relacionados con AR, con sanos y con
aquellos con similar distribucién en la poblacién. Se estimé la
razén de odds para determinar el riesgo entre la presencia del
EC y los anti-PCC.

Resultados

Caracteristicas clinicas, relacién entre anticuerpos
antipéptidos ciclicos citrulinados y epitope compartido

La poblacién de estudio estuvo compuesta por 100 indivi-
duos: varones y mujeres colombianos no fumadores, entre 18
y 65 anos; 50 con diagnéstico de AR y 50 individuos sanos.
La presencia de anti-PCC fue exclusiva de poblacién con AR
(p=0,001), con una positividad del 76%. La distribucién de la
enfermedad con respecto al sexo reflejé la mayor ocurren-
cia de AR en las mujeres, siendo el 84% de sexo femenino
(tabla 1). Se observo alta frecuencia de individuos EC* (EC*/EC*
y EC*EC™) en el grupo AR anti-PCC* (63,15% de la poblacién
anti-PCC), teniendo en cuenta la categorizacién clasica de
EC (segin Gregersen et al.). Las diferencias para los grupos
anti-PCC* y anti-PCC~ relacionadas con la presencia del EC
no fueron estadisticamente significativas (OR: 2,4 [0,63-9,01];
p=0,19) (tabla 2).

Meétodos de clasificacion HLA DRB1 en individuos sanos
y con artritis reumatoide

Puesto que los resultados se obtuvieron por tecnologia
Luminex® (de mediana resolucién), para los analisis se

incluyeron exclusivamente datos no ambiguos, segun las
secuencias de aminodacidos establecidas en cada uno de los
métodos de clasificacién, de la siguiente manera: de acuerdo
con la clasificacién clésica de Gregersen et al., se incluyé infor-
macién de 97 muestras (50 AR y 47 sanos; 194 alelos). En las
clasificaciones de Vries y Mattey et al. los resultados sin ambi-
giiedades comprendieron 50 individuos AR y 45 individuos
sanos (190 alelos). Para el anadlisis segin Tezenas du Mont-
cel et al., se contd con 47 individuos AR y 47 individuos sanos
(188 alelos). Para el andlisis alélico segin Raychaudhuri et al.,
se obtuvieron sin ambigliedad 97 alelos en la poblacién AR y
92 alelos en la poblacién sana. Entre el sistema de clasifica-
cién para EC propuesto por Gregersen et al. y el sistema de
Vries et al., no se observaron diferencias con respecto a los
alelos categorizados como EC seglin Gregersen et al., definidos
por de Vries et al. como alelos S. Los sistemas de clasificacién
Gregersen et al. y de Vries et al. fueron apropiados para la
diferenciacién entre sanos y AR en esta poblacién (p =0,006);
los otros sistemas de clasificacién no obtuvieron significacién
estadistica. Se pudo evidenciar cémo la clasificacién de Ray-
chaudhuri et al. impidié hacer una diferenciacién de poblacién
AR/sanos; con respecto al sistema Tezenas Du Montcel et al.,
pese a no tener resultados estadisticamente significativos, se
observé una mayor frecuencia de alelos L en la poblacién
sin AR (65,95%) (tabla 3). De acuerdo con el sistema clasifi-
catorio de Mattey et al., con respecto a la relacién entre los
alelos Q70EC*DR4 y Q70EC*DR1 para la susceptibilidad de AR,
encontramos mayor frecuencia del haplotipo DR4 (datos no
mostrados).

Con referencia a la clasificacién clasica EC (Gregersen et al.),
en el grupo con AR el mayor porcentaje (46%) tuvo genotipo
EC*/EC™, seguido por un 42% de negativos para EC, en tanto
que el 12% presenté genotipo EC*/EC*. En total, en la poblacién
AR el 58% tuvo al menos un alelo positivo para EC (frecuencia
alélica de EC* en AR=35). En contraste, la poblacién sana
en su mayoria fue negativa para EC (68,1%); el 29,8% tuvo
genotipo EC*/EC™, siendo un sujeto sano EC*/EC*; el 32% de la
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Tabla 3 - Distribucion de epitope compartido segiin métodos de Gregersen et al., de Vrieset al., Matteyet al., Tezenas du

Montcel et al. y Raychaudhuri et al., en individuos colombianos sanos y con artritis reumatoide

Clasificacién HLA DR 1 AR Sanos Valor de p
n (%) Frecuencia alélica AR n (%) Frecuencia alélica sanos
Genotipo Gregersen 50 (100) 100 47 (100) 94 *0,006
EG/EC™ 21 (42) 42 32 (68,1) 64
EC*/EC™ 23 (46) 23(EC*)/23(EC") 14 (29,8) 14(EC*)/14(EC")
EC*/EC* 6 (12) 12 1(2,1) 2
>1EC* 29 (58) 35 15 (32) 16
Genotipo de Vries 50 (100) 100 45 (100) 90 *0,006
P/P 1 (2,00) 2 3 (6,66) 6
P/N 9 (18,00) 9(P)/9(N) 16 (35,55) 16(P)/16(N)
N/N 11 (22,00) 22 11 (24,44) 22
P/S 4 (8,00) 4(P)/4(S) 9 (20,02) 9(P)/9(S)
N/S 19 (38,00) 19(N)/19(S) 5 (11,11) 5(N)/5(S)
s/s 6 (12,00) 12 1(2,22) 2
Genotipo Mattey 50 (100) 100 45 (100) 90 0,62
D70EC~/D70EGC- 7 (14,00) 14 12 (26,70) 24
Q70EC~/D70EC- 10 (20,00) 10(Q70EC)/10(D70EC") 9 (20,00) 9 (Q70EC~)/9(D70EC")
Q70EC~/Q70EC~ 4 (8,00) 8 6 (13,33) 12
Q70EC*/D70EC- 9 (18,00) 9(Q70EC*)/9(D70EC") 6 (13,33) 6(Q70EC*)/6(D70EC")
Q70EC*/Q70EC™ 11 (22,00) 11(Q70EG*)/11(Q70EC") 7 (15,55) 7(Q70EG*)/7(Q70EC")
Q70EC*/Q70EC* 3 (6,00) 6 1(2,22) 2
Otros 6 (12,00) 12 4(8,88) 8
Genotipo Tezenas du Montcel 47 (100) 94 47 (100) 94 0,19
L/L 21 (44,68) 42 31 (65,95) 62
S3P/L 20 (42,55) 20(S3P)/20(L) 12 (25,53) 12(S3P)/12(L)
S2/L 2 (4,27) 2(S2)/2(L) 3(6,39) 3(S2)/3(L)
S3P/S3P 3 (6,39) 6 1(2,12) 2
S2/S2 0 0 0 0
S2/S3P 1(2,12) 1(52)/1(S3P) 0 0
Clasificaciénde riesgo Raychaudhuri AR 97 alelos Sanos 92 alelos 0,18
n % n %
(1) SSEA 3 3,09 7 7,62
(2) SSKR 5 3,09 7 7,62
(3) SGRL 11 11,34 7 7,62
(4) LFEA 2 2,06 3 3,10
(5) SSRE 1 1,03 1 1,10
(6) SGRA/SSRA 19 19,58 11 11,95
(7) GYRQ 2 2,06 8 8,70
(8) PRAA 6 6,18 8 8,70
(9) SSKA 1 1,03 0 0,00
(10) VHEA 1 1,03 1 1,08
(11) DERE 2 2,06 2 2,19
(12) VHRE 18 18,57 17 18,50
(13) PRRA 7 7,22 6 6,56
(14) LFRA 4 4,14 7 7,62
(15) VFRA/VHRA 15 15,46 5 5,45
(16) VHKA 2 2,06 2 2,19

AR: artritis reumatoide.
* p < 0,05 significativa por las pruebas Test exacto de Fisher o Chi cuadrado.

poblacién sana tuvo al menos un alelo positivo para EC (fre-
cuencia alélica de EC* en sanos = 16); estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p =0,006) (tabla 3, fig. 1).

La clasificacién de Vries et al. segin los genotipos S/S, N/S,
P/S, N/N, P/N y P/P evidencié diferencias entre poblacién AR y
poblacién sana: el 12% de la poblacién AR tuvo dos alelos de
susceptibilidad, comparado con el 2% en la poblacién sana. El

6,66% de la poblacién sana tuvo dos alelos protectores, mien-
tras que de la poblacién AR los tuvo solo el 2%. El genotipo
N/S tuvo una mayor frecuencia en poblacién con AR, a su
vez, el genotipo P/N fue mds frecuente en poblacién sin AR;
la frecuencia del genotipo N/N fue similar en ambos grupos
poblacionales. Estos hallazgos fueron estadisticamente signi-
ficativos (p=0,006) (tabla 3, fig. 2).
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Figura 1 - Porcentaje de individuos segin genotipo EC para AR y sanos, clasificacion Gregersen et al. EC: epitope compartido
definido por aminoacidos QKRAA, QRRAA o RRRAA en posiciones 70-74 HLA DR@ 1.
*p < 0,05 significativa por las pruebas test exacto de Fisher y Chi-cuadrado.
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Figura 2 - Distribucién de genotipos HLA DRB1 en AR y sanos segun clasificacién de Vries et al. Aminoacidos en posiciones

HLA DRp1 67, 70, 71, 73y 74

genotipos P/P: protector/protector; P/N: protector/neutro; N/N: neutro/neutro; P/S: protector/susceptibilidad; N/S:

neutro/susceptibilidad: S/S susceptibilidad/susceptibilidad.

*p < 0,05 significativa por las pruebas test exacto de Fisher y Chi-cuadrado.

Alelos HLA DRBI1 en poblacién sana y con artritis
reumatoide

Para la tipificacién de los alelos, no se encontraron ambigiie-
dades en 188 alelos (97 AR y 91 sanos) (tabla 4). Los alelos
mas prevalentes en el grupo AR con respecto a la poblacién
sana fueron 14:02, 04:04, 08:02, 04:05 y 10:01. Se encontra-
ron altas frecuencias de los alelos 07:01, 03:01, 13:02, 01:02 y
12:01 en poblacién sana, en comparacién con el grupo AR. Los
alelos que acompanaron el genotipo en los individuos sanos
portadores del alelo 01:02 (cinco individuos) fueron EC~ (clasi-
ficacién Gregersen et al.), (01:02/04:07, 01:02/03:01, 01:02/16:02,
01:02/13:02, 01:02/15:01). E1 50% de los individuos que portaron
el alelo 08:02 tuvo en su genotipo el alelo 14:02 (08:02/15:01,
08:02/04:07, 08:02/14:02, 08:02/14:02, 08:02/08:02, 08:02/14:02).
Los alelos 04:07, 15:01, 11:01, 16:02 y 01:01 tuvieron repre-
sentacién similar en poblacién AR y sanos (tabla 4).

Discusién

Este es el primer estudio que compara diferentes métodos
de clasificacién de alelos HLA DRB1 relacionados con AR en

poblacién colombiana. Muchos andlisis se han enfocado en la
regién de aminoacidos referida como EC y su influencia en la
patogénesis de AR, incluidas la susceptibilidad, la severidad y
larespuesta al tratamiento. Se han propuesto varias modifica-
ciones a la propuesta inicial, restringida a los aminoécidos 70
a 74 dela tercera regién hipervariable HLA DRB1'°. De los cinco
sistemas de clasificacién HLA DRB1 utilizados en este estudio,
los de Gregersen et al. y de Vries et al. fueron adecuados parala
caracterizacién AR en esta poblacién. La clasificacién clédsica
de EC (Gregersen et al.)° fue efectiva, sencilla y significativa
en la diferenciacién entre AR y sanos. Los alelos relaciona-
dos con EC segln este sistema han sido un referente histérico
para una adecuada determinacién de riesgo para AR relacio-
nado con HLA DR en la mayoria de los estudios y para diversos
grupos étnicos, y se han empleado antes de las emergentes
propuestas de los nuevos sistemas de clasificacién®1020.21,
La investigacién de Nick de Vries et al.” se realizd en una
cohorte de sujetos caucésicos holandeses y fue adecuada para
la asignacién de riesgo de AR en la poblacién de este estu-
dio; nuestros hallazgos con respecto al sistema de Vries et al.
son los primeros reportados en poblacién mestiza. Este sis-
tema fue aplicado por Morgan et al.’® en caucésicos del Reino
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Tabla 4 - Frecuencia de alelos HLA DRB1 en individuos colombianos con AR y sanos

Alelo AR Sanos
Alelos HLA DRB1 mads frecuentes en individuos con AR
14:02 10 2
04:04 8 2
08:02 7 4
04:05 4 1
10:01 4 1
04:03 3 1
16:01 3 1
04:11 2 0
11:02 1 0
12:07 1 0
13:03 1 0
Alelos HLA DRB1 mads frecuentes en indiviuos sanos
07:01 2 8
03:01 3 6
13:02 0 5
01:02 1 5
12:01 1 4
03:02 0 1
15:03 0 1
Alelos HLA DRB1 con similar frecuencia en individuos con AR y sanos
04:07 12 16
15:01 5 5
11:01 5 3
16:02 4 5
01:01 3 2
01:03 2 3
04:01 2 2
08:04 2 2
09:01 2 2
11:04 2 2
13:01 2 2
08:01 2 1
15:02 1 2
04:02 1 1
14:01 1 1

AR: artritis reumatoide.

Unido y se determiné un efecto protector similar de los alelos
Ny P, que fueron considerados parte de un mismo grupo. Asi-
mismo, en el analisis de los genotipos se neg6 la hipétesis de
proteccién contra AR propuesta por alelos P.

De manera analoga a los hallazgos de Tezenas du Montcel
et al.’>, nuestros resultados no demostraron relacién de las
posiciones 72 a 74 con riesgo para AR; sin embargo, no halla-
mos relacién de la enfermedad con los genotipos de riesgo.
El método Tezenas du Montcel et al. ha sido adecuado en
otras poblaciones caucasicas segin lo encontrado por Morgan
etal.’® al asociar alelos S2 y S3P con RA en residentes del Reino
Unido, pero no en este grupo de poblacién colombiana.

El método propuesto por Mattey et al.” involucré poblacién
espanola y del Reino Unido. En nuestra muestra, la clasifi-
caciéon de Mattey no fue adecuada en la caracterizacién de
poblacién AR. De acuerdo con los resultados de esta investi-
gacién, tampoco fue posible confirmar el efecto dominante
protector del aminoacido D70 asociado con EC™, relacio-
nado por los autores cuando estuvo incorporado al genotipo
Q70EC*/D70EC. Encontramos mayor frecuencia del haplotipo
DR4 en individuos con AR, de manera similar a los hallazgos
de los autores’, quienes reportaron esta relacién mayor para

el Reino Unido con respecto a Espana; sin embargo, entre los
espanoles habia una alta frecuencia de Q70EC*DR4. Morgan
et al.'® encontraron adecuado el sistema de clasificacién Mat-
tey cuando fue aplicado en caucasicos residentes en el Reino
Unido.

La clasificacién de Raychaudhuri et al. no fue adecuada
en la diferenciacién de poblacién AR/sanos en nuestra esta
poblacién, lo cual podria deberse al que existan 16 grupos
de haplotipos para la definicién de riesgo de AR, en tanto
que en este estudio habia un nimero poblacional limitado.
Asimismo, el alelo HLA-DRB1*14:02, positivo para EC*, se rela-
cioné con AR en esta y otras investigaciones en diversos
grupos poblacionales®”®; sin embargo, Raychaudhuri et al.
lo consideraron de riesgo bajo.

Otro punto importante que analizar es la frecuencia y el
significado de los alelos HLA DRB1 en las poblaciones AR
y sanos. Dentro de los alelos mdas prevalentes en el grupo
AR estuvieron HLA-DRB1*14:02, 04:04, 04:05 y 10:01, todos
portadores del EC??. De la misma manera, Spinel et al.2 encon-
traron el alelo HLA-DRB1*14:02 dos veces mas frecuente en
AR que en controles en poblacién colombiana; el alelo HLA-
DRB1*04:04 ha sido caracteristico en caucéasicos, asociado con
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riesgo para la enfermedad®?3. Se ha reportado, riesgo para
AR con la presencia del alelo HLA-DRB1*10:01 en diversas
poblaciones>'*'>, que fue igualmente encontrado con alta fre-
cuencia en poblacién AR colombiana, segiin los resultados de
este estudio. Contrariamente, Morgan et al.'® en su estudio
con poblacién caucésica no encontraron asociacién entre el
alelo HLA-DRB1*10:01 y la enfermedad'®. Segin Mattey et al.,
este alelo se clasifica como riesgo intermedio’.

Gilbert et al.?* relacionaron el alelo HLA-DRB1*08:02 con un
efecto protector (pero no significativo) para AR, en tanto que
de Vries et al.> lo consideraron de efecto neutral. Aunque en
la actual investigacién el alelo DRB1*08:02 tuvo una mayor fre-
cuencia en pacientes AR que en pacientes sanos, el 50% de los
pacientes que tuvieron este alelo y AR portd en su genotipo
el alelo DRB1*14:02, lo cual pudo influir en una mayor repre-
sentacién en poblacién con AR, siendo el alelo DRB1*08:02
caracteristico de poblaciones amerindias colombianas®.

Se encontraron altas frecuencias de los alelos HLA-
DRB1%07:01, 03:01, 01:02 y 13:02 en poblacién sana, comparado
con el grupo AR. Los alelos HLA-DRB1*07:01, 03:01 y 13:02
son EC™, a diferencia del alelo 01:02, el cual es EC*. El efecto
protector del alelo HLA-DRB1*07:01 fue confirmado por de
Vries et al.> y Raychaudhuri et al.'#, en tanto que el alelo
HLA-DRB1*01:02, asi como el alelo HLA-DRB1*01:01, se han
relacionado con susceptibilidad para AR en diversos gru-
pos poblacionales, codifican para EC y se han asociado con
parte del riesgo genético mdas importante en el desarrollo de
la enfermedad®’ ™. En esta poblacién, de manera particu-
lar, el alelo HLA-DRB1*01:02 tuvo mads representatividad en
poblacién sana, mientras que el alelo HLA-DRB1*01:01, carac-
teristico de riesgo en diferentes poblaciones, present6 similar
frecuencia en AR y en sanos. La poblacién sana portadora del
alelo HLA-DRB1¥01:02, sin embargo, no presenté en su geno-
tipo otro alelo de susceptibilidad.

Uno de los individuos sanos portd el genotipo HLA-
DRB1%01:02/13:02; siendo el alelo HLA-DRB1*13:02 exclusivo de
poblacién sana en este estudio. El efecto protector del alelo
HLA-DRB1*13:02 ha sido confirmado en varios estudios, como
el de Gibert et al.?*, quienes asociaron al alelo HLA-DRB1*13:02
con proteccién contra AR en poblacién francesa, debido a la
carga negativa en el bolsillo P4; los autores reportaron este
efecto pese a la relacién con alelos de riesgo dentro del geno-
tipo. Otro individuo sano positivo para el alelo HLA-DRB1*01:02
presenté en su genotipo el alelo HLA-DRB1*15:01. En el anélisis
delarelacién del alelo HLA-DRB1*15:01, De Vries et al.” asocia-
ron este alelo con efectos protectores significativos, atribuidos
a la presencia de isoleucina en la posicién 67 HLA DRB1. Adi-
cionalmente, otro genotipo presente en poblacién sana con
el alelo HLA-DRB1*01:02 fue acompanado por el alelo HLA-
DRB1*03:01; entre los individuos no AR de este estudio hubo
alta prevalencia de este Gltimo alelo, el cual cominmente se
ha considerado protector’,'41°. Contrariamente a ello, de Vries
et al. asociaron el alelo HLA-DRB1*03:01 con riesgo para AR en
poblacién caucésica®.

Los alelos HLA-DRB1%04:07, 15:01 y 16:02 tuvieron frecuen-
cias similares en poblacién sana y AR. El alelo HLA-DRB1*04:07
(EC™) fue de «efecto neutral» segin de Vries et al.>; asi mismo
lo clasificé el modelo Revirdn et al., debido a la carga eléctrica
positiva en el bolsillo P4%°, lo que coincide con los hallaz-
gos sugeridos en el actual estudio’. Raychaudhuri et al.’,

por su parte, lo clasificaron en la categoria de riesgo. El alelo
HLA-DRB1*16:02 es negativo para EC de acuerdo con la clasi-
ficacién clésica de Gregersen®, en tanto que se clasifica como
neutro de acuerdo con de Vries et al.°> y el modelo Revirdén
et al.?°, de manera similar a nuestra investigacién, y es cate-
gorizado como de bajo riesgo por los demés autores’” ™. Con
respecto al alelo HLA-DRB1*15:01, observamos la misma fre-
cuencia en poblacién sana y AR, con tendencia a ser un alelo
neutral, clasificacién igualmente asignada por Raychaudhuri
et al. (OR=1); no obstante, de Vries et al.” lo reportaron como
un alelo protector.

Con respecto a la presencia de anti-PCC, esta fue exclu-
siva de poblacién con AR en esta investigacion; las pruebas
positivas anti-PCC predicen el desarrollo de AR, con frecuen-
cia anos antes de la confirmacién clinica de la enfermedad'®.
Existe evidencia de la alta afinidad en la interaccién entre los
péptidos citrulinados y las moléculas que comparten el EC??.
En este estudio se observé una tendencia a la presencia de al
menos un alelo EC* en la produccién de anti-PCC (63% de los
sujetos anti-PCC con EC*); no obstante, hubo un porcentaje
representativo de individuos AR anti-PCC* negativos para EC,
de manera similar a los hallazgos de Balsa et al.” en su estudio
en poblacién espafiola.

La posibilidad de generar anti-PCC por alelos diferentes al
EC puede deberse en parte a que aun cuando los alelos EC* se
relacionan con proteinas HLA DRB1 con carga altamente posi-
tiva en el bolsillo P4, los péptidos citrulinados también pueden
unirse a otras secuencias de anclaje de péptidos, mas alla de
aquellas que portan la secuencia del EC?. Adicionalmente,
otros genes fuera del CMH se han asociado con la autoinmu-
nidad inducida por citrulina. Morgan et al.?® encontraron el
gen PTPN22 asociado fundamentalmente con anti-PCC; de la
misma manera, la presentacién de péptidos citrulinados se ha
identificado con alelos HLA DQ?%°:30,

Dentro de las fortalezas de la actual investigacién, nues-
tros hallazgos con respecto a métodos de clasificacién de EC
son los primeros reportados en poblacién mestiza y, adicio-
nalmente, se aporta informacién relacionada con los alelos de
mayor frecuencia en individuos colombianos con AR. Consi-
deramos que las debilidades asociadas con la investigacién se
debieron principalmente a la reduccién en mas de un 30% del
nimero de muestra, debido a que se tuvo en cuenta el hébito
de fumar actual o en el pasado, siendo una variable que se
debe controlar en el modelo de la ARy el EC.

Conclusiones

Nuestros hallazgos demuestran que mientras las clasificacio-
nes alternativas de EC parecen ser Utiles en las poblaciones
en las cuales han sido inicialmente probadas, no son com-
pletamente aplicables a todos los grupos poblacionales;
existe una diversidad metodolégica entre los estudios para la
determinacién de los alelos HLA DRB1, los cuales representan
ademas un sistema altamente polimérfico. Los sistemas de
Gregersen et al. y de Vries et al. fueron adecuados para la
caracterizacién de AR en este grupo de poblacién colombiana;
nuestros resultados tienen relevancia clinica, teniendo en
cuenta las diferencias genéticas de nuestra poblacién en rela-
cién con los hallazgos en otras latitudes. De igual forma, esta
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investigacién aporta informacién relacionada con los alelos de
mayor frecuencia en individuos colombianos que presentan
esta patologia; lo anterior, en el contexto de multiples factores
de riesgo, no solo medioambientales sino también genéticos.
Finalmente, consideramos que nuestros resultados podrian
ser herramientas de apoyo clinico complementarias, Utiles
para estratificar el riesgo individual en nuestra poblacién y en
individuos con antecedentes familiares de AR; no obstante,
se considera pertinente la reproduccién del actual estudio en
un grupo poblacional mayor, asi como en otras poblaciones
mestizas en las cuales ain no han sido probados.
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