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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Objetivo: Utilizar modelos de inteligencia computacional parala clasificacién e identificacién
Recibido el 14 de noviembre de 2013 de endofenotipos (relacién entre fenotipo y marcadores genéticos) en pacientes con artritis
Aceptado el 25 de mayo de 2015 reumatoide y controles sanos, a partir de informacién genética, principalmente el HLA DRB1
On-line el 2 de julio de 2015 (antigeno leucocitario humano) y la teoria del epitope compartido. Esto hace referencia
a la asociacién entre la artritis reumatoide y el HLA DRB1, principalmente los alelos que
Palabras clave: contienen un motivo comin de aminoacidos de las secuencias QKRAA, QRRAA o RRRAA
HLA antigeno leucocitario humano en las posiciones 70 a 74 de la cadena del DRB1, los cuales confieren una susceptibilidad
Epitope compartido particular de la enfermedad a los individuos.
Inteligencia computacional Métodos: Desarrollamos modelos computacionales para clasificacién, utilizando técnicas
Artritis reumatoide de inteligencia computacional como son las redes neuronales, redes bayesianas y méto-

dos como k-means. Como datos de entrada se utilizaron variables como: factor reumatoide,
anticuerpos contra péptido citrulinado, proteina C reactiva, nimero de articulaciones infla-
madas y dolorosas, rigidez matinal, edad, género, antecedentes de comorbilidades y la
informacién del alelo HLA DRBL1. Se utilizaron técnicas de bioinformatica para la busqueda
de secuencias de aminodacidos relacionadas con la severidad de la enfermedad.

Resultados: Se obtuvieron resultados importantes para el diagnéstico de la enfermedad,
asi como también para su categorizacién y como potencial aplicacién en la medicina
personalizada de los individuos afectados por esta enfermedad. Se disefiaron modelos
computacionales para clasificacién, dentro de los cuales la red neuronal utilizando 5 varia-
bles obtuvo una sensibilidad del 92,3% con una especificidad del 86,66% y la red bayesiana
logré una sensibilidad del 92,3% y una especificidad del 93,33%. La red neuronal utilizando
11 variables obtuvo una sensibilidad del 84,61% y una especificidad del 93,33% mientras que
la red bayesiana consigui6 una sensibilidad del 92,3% con una especificidad del 93,33%. Un
método de agrupamiento tipo k-means fue utilizado para dividir en 2 grupos la totalidad de
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pacientes y controles. Ademas, se logrd separar 2 grupos entre los pacientes para definir
su severidad. Finalmente, se consigui6 obtener un arbol de distancia entre secuencias de
aminodacidos de los distintos alelos HLA DRB1, lo cual permite visualizar grupos con cercania
genética y lograr determinar que posiblemente existen mas grupos fuera de los propuestos
en las distintas teorias.
Conclusién: Los métodos utilizados permiten una mejor estratificacién de la enfermedad en
relacién con la prediccién de fenotipos y posibles desenlaces de la enfermedad, asi como
para la potencial prevencién primaria de la enfermedad.
© 2013 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U.
Todos los derechos reservados.

Computational model for the identification of endophenotypes and
classification of rheumatoid arthritis patients from genetic, serological,
and clinical data using computational intelligence techniques

ABSTRACT

Objective: To use computational intelligence models for the classification and identification
of endophenotype (relationships between phenotype and genetic markers) in patients with
rheumatoid arthritis and healthy controls from genetic information, primarily the DRB1
HLA (human leukocyte antigen) and the shared epitope theory. This refers to the associa-
tion between rheumatoid arthritis and the HLA-DRB1 alleles mainly containing amino acid
common motif sequences QKRAA, RRRAA, QRRAA or at positions 70 to 74 DRB1 chain, which
have been associated to susceptibility of this disease.

Methods: Computational models were developed for classification using computational inte-
lligence techniques, such as neural networks, Bayesian networks, and methods such as
k-means. The input data consisted of variables such as: rheumatoid factor, anti-citrullinated
protein antibody, C-reactive protein, number of swollen and tender joints, morning stiffness,
age, gender, history of comorbidities, and the information on the HLA-DRBI. Bioinfor-
matics techniques were used to search for amino acid sequences related to disease
severity.

Results: Promising results for the diagnosis of the disease were obtained, as well as its
categorisation as potential application in personalised medicine for individuals suffering
from this disease. Computational models were designed for the classification, in which the
neural network using 5 variables obtained a sensitivity of 92.3% with a specificity of 86.66%,
and the Bayesian network obtained a sensitivity of 92.3% and a specificity of 93.33%. The
neural network using 11 variables had a sensitivity of 84.61% and a specificity of 93.33%,
while the Bayesian network obtained a sensitivity of 92.3% with a specificity of 93.33%. K-
means clustering method type was used to divide all patients and controls into two groups of
data. It also managed to obtain two patient groups to define severity. Finally, a tree distance
was obtained between amino acid sequences of the different alleles HLA DRB1, which allows
genetic proximity groups to be visualised and to determine and ensure that there are may
be more groups outside the proposed different theories.

Conclusion: The proposed method can be used to provide better stratification of the disease
in relation to the predicted phenotypes, and the potential for primary prevention of this

disease.
© 2013 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U.

All rights reserved.

Introduccién

sistémicas, muerte temprana y altos costos socioeconémicos.
La causa es desconocida y su pronéstico es reservado?.
El més importante factor de riesgo genético para la AR

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune
que afecta al 0,5-1% de la poblacién humana. Existen algu-
nos marcadores genéticos implicados en esta enfermedad’.
Estd asociada con discapacidad progresiva, complicaciones

se encuentra en el HLA. En particular los que contengan las
secuencias de aminoacidos QKRAA, QRRAA o RRRAA en las
posiciones 70-74 de la cadena DRB1. Esto es conocido como
epitope compartido (EC)"?.
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El curso clinico de la enfermedad difiere de un individuo
a otro y los factores genéticos ligados a HLA DR han sur-
gido como potencial factor pronéstico de esta enfermedad. El
EC ha sido asociado con la predisposicién y progresién de la
enfermedad®*.

Los criterios para el diagnéstico de AR estan definidos por el
Colegio Americano de Reumatologia y el EULAR 2010°. Existe
predominio en el género femenino con una relacién mujer
hombre de 3:1, la herencia de la AR es poligénica y no sigue
un patrén mendeliano. La importancia de encontrar factores
genéticos asociados con la AR radica en la contribucién a la
comprensién de los mecanismos patogénicos de la enferme-
dad y su posible aplicacién clinica para la identificacién de
marcadores, diagnéstico y pronéstico.

Modelos computacionales, como las redes neuronales arti-
ficiales, son sistemas basados en la computacién paralela
masiva que permiten realizar tareas de control y de cla-
sificacién. Una red neural bioldégica puede ser modelada
matemadticamente por un grafo dirigido con nodos (neuro-
nas) interconectados. Los nodos artificiales son casi siempre
funciones simples cuyos argumentos son las sumas de las
entradas al nodo; algunos trabajos sobre redes neuronales uti-
lizan funciones de nodo que manejan solo valores binarios®’.

Los enfoques bayesianos proporcionan una forma consis-
tente para hacer inferencia, mediante la integracién de la
evidencia de los datos con conocimientos previos del pro-
blema. Unared bayesiana puede superar la principal dificultad
de controlar la complejidad del modelo en la construccién
de una red neuronal estdndar. Un enfoque bayesiano ofrece
herramientas eficaces para evitar el sobreajuste, incluso con
modelos muy complejos y, ademds, facilita la estimacién de
los intervalos de confianza de los resultados®.

Los problemas de agrupamiento surgen en muchas aplica-
ciones diferentes, como la mineria de datos y descubrimiento
de conocimiento, compresién de datos, reconocimiento de
patrones y clasificacién de patrones. La nocién de lo que cons-
tituye un buen grupo depende de la aplicacién y hay muchos
métodos para encontrar grupos como k-means®.

El coeficiente silueta es utilizado para representar las par-
ticiones obtenidas por diferentes técnicas; cada grupo es
representado por un coeficiente llamado silueta, el cual se
basa en la comparacién de cercania y separacién entre los
elementos de los grupos, lo cual muestra qué objetos se
encuentran correctamente dentro de un grupo y cudles estan
simplemente en algin lugar entre las agrupaciones. Esta
combinacién de los coeficientes silueta permite una apre-
ciacién de la calidad de los grupos y una visién general de
la configuracién de los datos. Esta informacién proporciona
una evaluacién de la agrupacién y podria ser utilizada para
seleccionar un numero adecuado de agrupaciones'®'?. El coe-
ficiente silueta es una medida de un enfoque que compara las
distancias entre los distintos grupos formados®?.

Para el andlisis de los datos se usé la herramienta de
software WEKA, un software de cédigo abierto. Este sistema
fue desarrollado en la Universidad de Waikato en Nueva
Zelanda. WEKA representa un entorno para andlisis de datos
y estd escrito en el lenguaje orientado por objetos Java.
WEKA proporciona implementaciones de avanzados algorit-
mos de mineria de datos y algoritmos de aprendizaje de
maquina. Ademads, contiene mdédulos de preprocesamiento

Tabla 1 - Datos del estudio

Numero total Numero de Numero total
de pacientes controles sanos

63 75 138

de datos, clasificacién, agrupamiento y extraccién de reglas de
asociacién’s.

Metodologia

En la seleccién del conjunto de datos utilizados por los mode-
los computacionales se obtuvo informacién de pacientes con
AR y controles sanos, con previo consentimiento informado
por parte de los pacientes. Al inicio del estudio se contaba
con 135 pacientes y 140 controles sanos, para un total de 275
registros. Al realizar el preprocesamiento de los datos, varios
de los registros fueron eliminados por presentar informacién
faltante o inconsistente. Finalmente, se logré tener una mues-
tra completa con 138 datos que correspondian a 63 pacientes
y 75 controles sanos (tabla 1).

Los datos utilizados en este estudio corresponden a infor-
macién clinica, serolégica y genética de 138 personas, entre
pacientes con AR y controles sanos. Su distribucién se puede
observar en la tabla 2.

Después del preprocesamiento de los datos se realizd el
anadlisis estadistico de las variables cuyos resultados se pre-
sentan en la tabla 3.

La metodologia general utilizada en el trabajo se representa
en el esquema de la figura 1.

Se realizé la buisqueda y seleccién de la informacién cli-
nica y genética, principalmente el HLA DRB1 de los pacientes
y controles. De los 138 registros, que corresponden a 63 pacien-
tes y 75 controles, se seleccioné el 80% de los datos para
entrenamiento y el 20% de los datos para prueba de manera
estratificada (tabla 3).

Para el proceso de biisqueda de las secuencias de aminoa-
cidos para cada uno de los alelos correspondientes a los datos,
se realizé la busqueda de los aminodacidos correspondientes
a cada alelo en bases de datos biolégicos que contienen
esta informacién. Se utilizé, principalmente, la base de
datos IMGT/HLA (ImMunoGeneTics Project). Posteriormente,
se realizé un alineamiento entre las secuencias obtenidas

Datos genéticos

Datos clinicos Alelos HLA DRB1

Bases de datos

‘ bioldgicos
Modelos «— Bioinformatica
computacionales

Modelo
severidad

Figura 1 - Metodologia.

Modelo
clasificacion
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Tabla 2 - Variables utilizadas dentro del estudio

Variables Representacién Tipo informacién
Edad Representa la edad de cada persona expresada con un numero entero Clinica
Género El género se representa de la siguiente manera: hombre con 1 y mujer con 0 Clinica
Tabaquismo El consumo de cigarrillo se representa se la siguiente manera 0=nunca, Clinica
1=1-5 paquetes/ano, 2=6-10 paquetes/ano, 3=mas de 10 paquetes afo
Antecedentes hipertensién NO=0, Sf=1 Clinica
Antecedente dislipidemia NO=0, Sf=1 Clinica
Numero de articulaciones inflamadas Representa el numero de articulaciones comprometidas, un nimero entero Clinica
Numero de articulaciones dolorosas Representa el nimero de articulaciones dolorosas, un nimero entero Clinica
Rigidez matinal Rigidez matinal>1h=1,<1h=2 Clinica
PCR Proteina C reactiva, un nimero real Serolégica
FR Factor reumatoide, un nimero real Serolégica
Anti-CCP Anticuerpo contra péptido citrulinado, un nimero real Serolégica
HLA DRB1 uno Representa el alelo uno del individuo. Cadena de caracteres Genética
HLA DRB1 dos Representa el alelo 2 del individuo. Cadena de caracteres Genética

Tabla 3 - Andlisis estadisticos de los datos

Variables Promedio Desviacién estandar Rango
Edad 64,26 16,3 20-91
HTA NO=110 instancias

Si=18 instancias
Dislipidemia NO=119

Sf=19
PCR 1,79 2,02 0-11,6
FR 31,33 44,19 0-349
Anti-CCP 55,6 71,8 0,1-257
Articulaciones inflamadas 10,32 12,27 0-28
Articulaciones dolorosas 10,61 12,41 0-28
Alelo 1 0403 =25 mas frecuente; 1401 =1 menos frecuente
Alelo 2 1501 =17 mas frecuente; 0401 =1 menos frecuente

utilizando una matriz tipo Blosum. Finalmente, se aplicaron
métodos computacionales para la clasificacién y técnicas de
bioinformatica, para la identificacién de endofenotipos.

Para el modelamiento e implementacién de los modelos
computacionales basados en técnicas de inteligencia compu-
tacional, como redes neuronales tipo perceptrén, perceptréon
multicapa, redes bayesianas y métodos de agrupamiento
como k-means, se utilizaron herramientas computacionales
como WEKA, Rapidminer y Jalview.

WEKA y Rapidminer se usaron para implementar las redes
neuronales, las redes bayesianas y para realizar los procesos
de agrupacién. Por otro lado, se utilizé Jalview para analizar las
secuencias de aminodcidos. Jalview permite realizar alinea-
mientos multiples, editar los alineamientos y realizar estudios
de cercania genética para efectuar estudios especificos.

Para la agrupacién de los datos entre pacientes y controles
se utilizé k-means y como criterio de seleccién del nimero de
grupos se utilizé el coeficiente de silueta.

Resultados

Los resultados obtenidos se evaluaron usando las medidas
de desempernio como: sensibilidad, especificidad, precisién y
exactitud, que son definidas con base en verdaderos positivos
(VP), verdaderos negativos (VN), falsos positivos (FP), falsos
negativos (FN), nimero de muestras positivas (P) y namero

de muestras negativas (N). Las ecuaciones correspondientes
se presentan a continuaciéon:

R VP . VN
Sensibilidad = 3 Especifidad = N

VP - VN

VP
Precisién = ; Exactitud = ———
P+ N

VP +FP’

La matriz de confusién que se utilizé para presentar los
resultados de las medidas de desempenio de cada modelo se
presenta en la tabla 4.

El primer escenario que se plantea es utilizar los criterios
del Colegio Americano de Reumatologia para clasificacién de
la AR, paralo cual se usaron las 5 variables implicadas en estos
criterios: articulaciones inflamadas, articulaciones dolorosas,

Tabla 4 - Esquema general de la matriz de confusién
para los resultados obtenidos

AR real No AR real
Clase AR determinada VP FP Precisién
por el modelo
Clase no AR FN VN
determinada por el
modelo

Sensibilidad Especificidad Exactitud
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PCR
FR e 0
AntiCCP
Articulacion inflamada ® 1

/

Articulacién dolorosa ‘

Figura 2 - Red neuronal perceptréon multicapa utilizando 5 variables.

Tabla 5 - Matriz de confusién y medidas de desempeiio

de la red neuronal utilizando 5 variables para
clasificacién

AR real No AR Real
Clase AR predicha por 12 2 85,71%
RN perceptrén
Clase no AR predicha 1 13
por RN perceptrén
92,3% 86,66% 89,28%

factor reumatoide (FR), proteina C reactiva (PCR) y anticuerpos
contra péptido citrulinado (anti-CCP), entre otras.

Como preprocesamiento de los datos se normalizaron
todas las variables, se utilizé una red neuronal tipo percep-
trén multicapa con una capa oculta que contiene 7 neuronas,
se optimizaron parametros, se utilizé el 80% de los datos para
entrenamiento y el 20% para prueba. En la figura 2 se puede
observar la red neuronal que se obtuvo.

La matriz de confusién y las medidas de desempeno uti-
lizando la red neuronal con 5 variables se presentan en la
tabla 5, la cual muestra que el modelo presenta una exacti-
tud del 89,28%, una precisién del 85,71%, con una sensibilidad
del 92,3% y una especificidad del 86,66%.

Tabla 6 - Matriz de confusion y medidas de desempeiio
de la red bayesiana utilizando 5 variables

AR real No AR real
Clase AR predicha por 12 1 92,3%
red bayesiana
Clase no AR predicha 1 14
por red bayesiana
92,3% 93,33% 92,85%

Después se implementé una red bayesiana utilizando las 5
variables propuestas por el Colegio Americano de Reumatolo-
gia, la red bayesiana fue desarrollada utilizando un estimador
simple y un algoritmo de busqueda TAN (Tree Augmented Naive
Bayes), la red obtenida se muestra en la figura 3.

Eldisenio de lared bayesiana muestra la relacién de la varia-
ble PCR con las otras variables FR, anti-CCP, articulaciones
dolorosas y articulaciones inflamadas. De esta manera, la pro-
babilidad de determinar AR o no AR se da a partir de la tabla
de probabilidad de PCR, la cual esta directamente relacionada
con las otras variables.

La matriz de confusién y los valores de las medidas de
desempeno de la red bayesiana utilizando 5 variables se pue-
den observar en la tabla 6.

Articulacion inflamada

Articulacién dolorosa

Figura 3 - Red bayesiana utilizando 5 variables.
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Figura 4 - Curvas ROC de los clasificadores. La curva roja red bayesiana y la curva azul red neuronal.

En la figura 4 se muestran las curvas ROC para los 2
clasificadores de red neuronal y red bayesiana utilizando 2
variables, el color rojo corresponde a la red bayesiana tipo
perceptréon multicapa y la curva azul corresponde a la red
neuronal. En la figura 4 se observa que, segun la curva ROC,
el clasificador bayesiano, representado en color rojo, tiene un
mejor desempeno que el clasificador neuronal, representado
en color azul.

También se utilizé k-means como método de agrupacién
para los datos, considerando 5 variables segun los criterios
del Colegio Americano de Reumatologia: PCR, FR, anti CCP,
numero de articulaciones dolorosas y numero de articu-
laciones inflamadas. Se utilizé el coeficiente silueta para
determinar el mejor k utilizando una distancia euclidiana. En
la figura 5 se muestra la grafica que presenta el coeficiente
silueta con respecto a cada k posible, en la cual se comprueba
que el mejor coeficiente se obtiene con un k igual a 2.

A partir de los 138 datos se realizé el agrupamiento utili-
zando k-means sobre las variables normalizadas. Los 2 grupos

0,8 7
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

Coeficiente silueta

0,2

0,1

2 3 4 5 6 7 8 9
Numero de grupos

Figura 5 - Grafica coeficiente silueta para agrupamiento
de pacientes y controles utilizando 5 variables.

se conformaron de la siguiente manera: el primer grupo con
56 instancias y el segundo con 82 instancias. El anélisis esta-
distico de los 2 grupos obtenidos se puede observar en las
tablas 7 y 8.

En el grupo 1 se observa que el valor del promedio del FR
es de 63,54, el cual es un valor positivo con respecto a los
valores normales para dicho examen de laboratorio y, ademas,
es mayor al obtenido en el grupo 2 que fue de 4,2. La desviacién
estandar del anti-CCP del grupo 1 es de 76,05 con respecto a
40,28 del grupo 2, con lo cual se deduce que los grupos no son
homogéneos como se esperaba.

Los promedios del nimero de articulaciones inflamadas y
dolorosas del grupo 1 fueron de 23,71y 25, respectivamente. En
contraste, los promedios del grupo 2 fueron de 1,183 y 0,792.
Lo anterior indica que los individuos del grupo 1 tienen un
compromiso articular mayor con respecto al grupo 2.

En el grupo 2 el promedio de los datos para la variable PCR
fue de 0,11, el cual corresponde a un valor cualitativo negativo
para dicho examen de laboratorio, siendo el méaximo de 2,4 en
este grupo.

Por otro lado, en el grupo 1 el promedio fue de 2,34 con un
valor méaximo de 11,6.

Los valores promedio de anti-CCP varian considerable-
mente en los 2 grupos, siendo el promedio del grupo 1 de
109,11 y el del grupo 2 de 10,13. Lo que indica, segln lo repor-
tado en la literatura, una predisposicién mayor a presentar la
enfermedad. Al examinar estos resultados se puede afirmar
que los individuos del grupo 1 presentan una actividad mayor
de la enfermedad con respecto a los individuos del grupo 2.

Los estudios han demostrado que una caracteristica de
la AR es la presencia de autoanticuerpos. En la enfermedad
el FR puede detectarse con una sensibilidad del 60-70% y
una especificidad del 80-90%. Sin embargo, ensayos de detec-
cién de anticuerpos anti-CCP tienen una mayor especificidad
(98%), con una sensibilidad del 68-80%. Estudios retrospec-
tivos, realizados en diferentes paises, han demostrado que
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Tabla 7 - Analisis estadistico de los datos que conforman el grupo 1

Grupo 1 PCR FR Anti-CCP  Articulaciones inflamadas Articulaciones dolorosas
Promedio 2,34 63,54 109,11 23,71 25

Maximo 11,60 349 257,60 28 28

Minimo 0 19 3 4 14

Desviacion estandar 2,93 52,47 76,05 6,23 4,31

Tabla 8 - Anilisis estadistico de los datos que conforman el grupo 2

Grupo 2 PCR FR Anti-CCP Articulaciones inflamadas Articulaciones dolorosas
Promedio 0,11 42 10,13 1,183 0,792

Maximo 2,4 92 213,4 28 12

Minimo 0 0 0 0 0

Desviacién estandar 0,43 16,15 40,28 4,45 2,71

los autoanticuerpos, incluyendo anti-CCP, anticuerpos contra
antigenos que contiene el aminoacido citrulina y FR, pueden
ser detectados en pacientes varios afnos antes de que los sin-
tomas clinicos de la AR se presenten y que estan asociados
directamente con la enfermedad, por lo tanto, la presencia de
anticuerpos anti-CCP son un factor de riesgo para presentar
AR™,

En la figura 6 se grafican las variables FR y anti CCP
representandose con color rojo el grupo 1y con color azul el
grupo 2. En el gréfico se puede observar que los individuos del
grupo 1 tienen valores mayores en la variables anti-CCP con
respecto a los de los individuos del grupo 2, lo cual confirma
los resultados reportados previamente en la literatura.

También se disefiaron e implementaron modelos com-
putacionales utilizando 11 variables: 2 variables genéticas
correspondientes a los 2 alelos del HLA DRBI; las varia-
bles serolégicas PCR, FR y anticuerpos anti-CCP y 6 variables
clinicas: edad, antecedente de tabaquismo, antecedente de
hipertensién arterial, antecedente de dislipidemia, nimero de
articulaciones dolorosas y numero de articulaciones inflama-
das.

La red neuronal disefiada tuvo 7 neuronas para una capa
oculta. Se aplicé filtro de nominal a binario para las variables
de entrada, con una tasa de aprendizaje de 0,3 y momento
0,2. La red neuronal se entrené a través del método de retro-
propagacién. Por otro lado, para la red bayesiana se utilizé
un estimador simple y el algoritmo de busqueda tipo TAN.
Finalmente, se realizé agrupacién con k-means usando una
distancia euclidiana y para calcular el mejor k se utilizé el
coeficiente de silueta.

La red neuronal tipo perceptrén multicapa utilizando
11 variables obtuvo una exactitud de 89,28% que corresponde
a 25 instancias correctamente clasificadas de 28 instancias de
prueba. La correspondiente matriz de confusién y las medidas
de desempeno se presentan en la tabla 9.

En la figura 7 se observa la red bayesiana implementada
utilizando 11 variables para clasificacién entre pacientes y
controles, en la cual se aprecian las dependencias probabi-
listicas entre las variables utilizadas.

En la red bayesiana observamos las relaciones que se
presentan entre las distintas variables genéticas, clinicas y
seroldgicas, principalmente la dependencia que se ve entre la
variable alelo 1y las variables clinicas articulaciones inflama-
das y articulaciones dolorosas; esto nos demuestra la relacién

Tabla 9 - Matriz de confusion y medidas de desemperio

de la red neuronal utilizando 11 variables para
clasificacién

AR real No AR real
Clase AR predicha por 11 1 91,6%
RN perceptrén
Clase no AR predicha 2 14
por RN perceptrén
84,61% 93,33% 89,28%

Tabla 10 - Matriz de confusién y medidas de desempeiio

de la red bayesiana utilizando 11 variables para
clasificacién

AR real No AR real
Clase AR predicha por 11 1 92,3%
red bayesiana
Clase no AR predicha 2 14
por red bayesiana
92,3% 93,33% 92,85%

existente entre la genética de la enfermedad y sus manifesta-
ciones clinicas.

Con la red bayesiana se obtuvieron los siguientes resul-
tados: de las 28 instancias de prueba se clasificaron
adecuadamente 25, que corresponde al 92,85%, e incorrec-
tamente 3 instancias, que corresponde al 7,15%, con una
sensibilidad del 92,3% y una especificidad del 93,33%. La
matriz de confusién y las medidas de desempenio se presentan
en la tabla 10.

Los nodos en la red bayesiana se relacionan mediante pro-
babilidades de que un suceso ocurra.

También se realizé una agrupacién con los datos de los
63 pacientes. Esto forma parte del estudio de clasificacién de
severidad de la enfermedad. Se utiliz6 el valor del coeficiente
silueta para determinar el mejor nimero de grupos. La figura 8
muestra los valores del coeficiente silueta para varios valores
de k. El mejor valor del coeficiente silueta se obtiene para k=2.

Para esto se utilizé k-means sobre las variables norma-
lizadas para identificar entre los pacientes los aspectos
relacionados con la severidad de la enfermedad. Se hizo una
agrupacién en 2 grupos, los cuales quedaron conformados de
la siguiente manera: el primer grupo con 40 individuos y el
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Figura 6 - Visualizacién de las variables FR y Anti CCP. El color rojo corresponde al grupo 1y el color azul al grupo 2.
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Tabla 11 - Analisis estadistico de los datos que conforman el grupo 1 de pacientes teniendo en cuenta la severidad de la

Grupo 1 PCR FR Anti-CCP Articulaciones inflamadas Articulaciones dolorosas
Promedio 1,82 66,53 32,13 23,26 24,08

Maximo 7,8 349 225,4 28 28

Minimo 0 19 3 4 4

Desviacién estandar 2,18 75,79 49,95 7,88 7,07

Tabla 12 - Analisis estadistico de los datos que conforman el grupo 2 de pacientes teniendo en cuenta la severidad de la

Grupo 2 PCR FR Anti-CCP Articulaciones inflamadas Articulaciones dolorosas
Promedio 2,47 59,33 155,05 22,25 22,78

Maximo 11,6 123 257,6 28 28

Minimo 0,1 19 68,3 4 9

Desviacién estandar 3,08 28,25 46,49 6,66 6,15

segundo con 23. El andlisis estadistico de los 2 grupos obteni-
dos se puede observar en las tablas 11y 12.

Al comparar los 2 grupos, se identificé que el promedio de
articulaciones inflamadas y dolorosas entre estos fue similar,
siendo en el grupo 1 de 23,26 y 24,08, respectivamente, y en
el grupo 2 de 22,25 y 22,78, respectivamente, por lo cual estas
2 variables no son discriminantes. Por el contrario, el promedio
de la variable anti-CCP del grupo 1 fue de 32,13 y del grupo 2
fue de 155,05, 1o que puede indicar una enfermedad mds activa
en el grupo 2 con respecto al grupo 1. También, al analizar las
desviaciones estandar del anti-CCP se puede inferir que esta
variable puede llegar a ser discriminante.

Por otrolado, paralaidentificacién de endofenotipos se rea-
liz6 el alineamiento de las secuencias de aminodcidos de los
distintos alelos correspondientes a pacientes con un desen-
lace en comun. Esto se hizo usando clustalw. Para este caso se
seleccionaron los alelos de los pacientes con 28 articulaciones
comprometidas como criterio de severidad y se realizé el
alineamiento de las secuencias correspondientes. Como resul-
tado se encontraron secuencias comunes, ademas de las
secuencias de la teoria del EC.

Coeficiente silueta

2 3 4 5 6 7 8 9
Numero de grupos

Figura 8 - Coeficiente silueta para agrupamiento de
pacientes.

Se realizé primero la identificacién de la identidad entre las
secuencias de aminodacidos que corresponden a pacientes con
28 articulaciones comprometidas; el resultado se muestra en
la figura 9.

En la figura 10 se observa que las secuencias de aminodci-
dos QVKH y WQPKR son comunes en pacientes que tienen 28
articulaciones comprometidas, lo cual indica que estan aso-
ciadas con este desenlace.

En el recuadro rojo se resalta el drea correspondiente al
EC. En este estudio se logré determinar que, ademads de las
secuencias de aminodcidos comunes entre pacientes con AR,
también existen otras secuencias de aminoacidos comunes
entre pacientes, las cuales pueden ser candidatas para la posi-
ble identificacién de desenlaces de la enfermedad.

Se realizé un andlisis de los datos tipificados en el HLA
DRB1 y la informacién clinica de los pacientes con ARy de los
controles. Esto se realizé a partir de la hipdtesis del EC, para
lo cual se calculé la frecuencia de cada alelo entre los pacien-
tes y los controles. En la tabla 13 se muestran los resultados
obtenidos. De las 138 personas que participaron en el estudio
se identificaron 59 alelos diferentes para el HLA DRBI, de los
cuales 8 son homocigotos y pertenecen a 4 pacientes (0101,
0103, 0441, 0701) y 4 controles (0701, 1101, 0802, 1303).

Los alelos mas frecuentes en los pacientes se presentan en
la tabla 14.

Las secuencias QKRAA, QRRAA y RRRAA, que corresponden
a los aminoacidos de los alelos del EC, se repitieron 98 veces
en los datos analizados. Esto significa que estas secuencias
hacen parte de las reportadas en la literatura como EC.

En varios estudios se ha demostrado que algunas variantes
genéticas se asocian con aumento del riesgo de desarrollar AR.
Como en este estudio, en el cual un analisis de la interaccién
de polimorfismos se utilizé para analizar los polimorfismos de
nucleétido tnico (SNP) que contribuyen a la AR, los pares de
SNP adquiridos se utilizaron para construir una red SNP-SNP.
Se realizé el andlisis de cada médulo de genes que pueden ser
utilizados para investigar la funcién de genes agrupados, para
una mejor comprensién de la patogénesis de la AR'>.

A partir de esta informacién, para cada uno de los alelos
en estudio se encontraron las secuencias que se muestran en
la tabla 15.
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Figura 9 - Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de pacientes con 28 articulaciones comprometidas.

Serealizé un alineamiento entre las distintas secuencias de
aminodcidos de los alelos. El resultado de este alineamiento
se muestra en la figura 11.

Con los datos utilizados en el presente estudio se confirma
la hipétesis del EC en los pacientes colombianos con AR, esto
a partir de que los alelos mas frecuentes y que corresponden
a las secuencias QKRAA, QRRAA y RRRAA estan presentes en
los pacientes con AR, se logra identificar que el alelo 0101,
implicado en la AR, es el mas frecuente en pacientes con AR.

Finalmente, se cred un arbol entre los alelos de los pacien-
tes con AR por el método de distancia promedio (average
distance) usando Blosumé62 con el fin de buscar cercania gené-
tica entre los alelos, para posteriormente asociarlos con lo

reportado en la literatura. En la figura 12 se presenta el érbol
encontrado, el cual fue obtenido usando Jalview.

En la figura 12 se observan los grupos que se forman a par-
tir de informacién de los pacientes. Alli se identifican algunos
grupos que verifican lo que ha sido reportado en la literatura
sobre criterios de severidad. Particularmente se forman gru-
pos con riesgo alto que corresponden a los alelos 0401 y 1303;
riesgo intermedio 0101, 0102, 0404, 0405, 0408, 1001, 1402; y
riesgo bajo 0103, 0402, 03, 0403, 0407, 0411, 07, 08, 09, 1101,
1102, 1103, 1104, 12, 1301, 1302, 1323, 1401, 1404, 15, 16.

La clasificacién propuesta en un estudio previo fue la
siguiente, el HLA-DRB1 se dividié primero en 2 grupos de
acuerdo con la presencia o ausencia de la secuencia RAA en

bt
QLKF
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Figura 10 - Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de pacientes con 28 articulaciones comprometidas; con el
recuadro rojo se resalta el drea correspondiente al epitope compartido y con el recuadro negro las secuencias en comun.
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Tabla 13 - Resultados del analisis de alelos HLA DRB1 en pacientes y controles. Los alelos 0101, 0102, 0105, 0401, 0403,

0404, 0405, 0408, 0410, 0428, 0433, 0440, 0442, 1001, 1344, 1402 corresponden al epitope compartido

Frecuencia alelo  Alelo
en controles

Alelo  Frecuencia alelo
en pacientes

Frecuencia alelo
en pacientes

Frecuencia alelo
en controles

Frecuencia alelo
en pacientes

Frecuencia alelo  Alelo
en controles

0101 13 7 0428 0
0102 2 4 0431 0
0103 1 1 0433 1
0105 1 0 0436 0
0301 5 6 0440 1
0302 0 1 0441 3
0305 1 0 0442 1
0306 1 0 0448 1
0312 0 0 0501 0
0317 1 0 0701 11
0320 0 0 0707 1
0401 1 2 0801 2
0402 1 2 0802 4
0403 3 23 0803 0
0404 5 6 0816 1
0405 8 1 0825 1
0407 8 1 0901 3
0408 1 0 0902 1
0410 1 0 1001 2
0411 0 0 1101 2

1102
1104
1122
1201
1202
1301
1302
1303
1304
1322
1332
1334
1344
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1402
1501
1502
1601
1602
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Los datos en cursiva y negrilla corresponden a alelos del epitope compartido con su respectiva frecuencia en pacientes y controles.

Tabla 14 - Frecuencia de alelos en pacientes

Alelo Frecuencia en pacientes Porcentaje
0101 13 10,3
0701 11 8,7
1501 9 7,1
0405 8 6,3
0407 8 6,3

la posicién 72-74, que se denota como S y alelos X, respecti-
vamente. El grupo S incluye alelos que se clasifican como EX
en la primera clasificacién. Los alelos S se puede dividir pos-
teriormente en 4 grupos de acuerdo con el aminodcido en la
posicién 71: una alanina (A), un 4cido glutamico (E), una lisina
(K), o una arginina (R). Cuatro diferentes alelos fueron defini-
dos en la nueva clasificacién, asi: S1 para ARAA y ERAA, S2
para KRAA, S3 para RRAA y X para todos los motivos no RAA.

Por otra parte, el estudio indica que el aminoécido en la posi-
cién 70 puede influir en la susceptibilidad a la AR; de hecho,
un acido aspartico (D) se supone que es de proteccién en com-
paracién con la presencia de una glutamina (Q) o una arginina
(R). Por lo tanto, 2 alelos adicionales se definieron: S3D para
DRRAA y S3P para QRRAA o RRRAA. Alelos S2 no podrian ser
divididos debido a su pequeiia frecuencia'®!’.

En la tabla 16 se presentan los grupos obtenidos por
cercania genética a partir de la secuencia de aminodcidos
correspondiente a cada alelo, los cuales son comparables con
resultados previos obtenidos en otros estudios.

Discusién

Mediante técnicas computacionales, como las redes neuro-
nales, utilizando 5 variables, se logré clasificar a pacientes
con AR y controles sanos; utilizando los criterios del Colegio

Tabla 15 - Correspondencia entre alelos y secuencias de aminoacidos. Las secuencias de aminoacidos en QKRAA, QRRAA

y RRRA corresponden al epitope compartido

Secuencia de Alelos Pacientes Controles sanos Total
aminoacidos

QKRAA 0401, 0433 2 2 4
QRRAA 0101, 0102, 0105, 0403, 0404, 0405, 0408, 0410, 0428, 0440, 0442, 1344, 1402 42 46 88
RRRAA 1001 2 4 6
DERAA 0103, 0402, 1102, 1301, 1302, 1304, 1322, 1332, 1334 10 14 24
DRRGQ 0701 11 19 30
QARAA 1501 9 14 23
DRRAL 0802 4 10 14
QKRGR 0301 5 6 11
QRRAE 0407 8 1 9
DRRAA 1101 2 8 10
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seqg0101 YNQEESVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV 120
seqg0105 YNQEESVRFDSDVREYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV 86
seqg0102 YNQEESVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGAVESFTV 120
seq0103 YNQEESVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDILEDERAAVDTYCRHNYGVGESFTV 120
seqg0410 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFTV 120
seqg0411 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQRRAEVDTYCRHNYGVVESFTV 120
seqg0401 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKRAAVDTYCRHNYGVGESFTV 120
seqg0433 YHQEEYVHFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKRAAVDTYCRHNYGVGESFTV 86
seq0408 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV 120
seqg0428 YHQEEYVRFDSDVGEFRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV 86
seqg0448 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQRRSAVDTYCRHNYGVGESFTV 86
seg0405 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTV 120
seq0407 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAEVDTYCRHNYGVGESFTV 120
seqg0436 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDFLEDRRAAVDTYCRHNYGVVESFTV 86
seqgll22 YNQEEYVRFDSDVGEFRAVTELGRPDEEYWNSQKDFLEDRRAAVDTYCRHNYGVGE———— 82
seq0442 YHQEEYVRFDSDVGEFRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFTV 86
seqg0440 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDGEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFTV 86
seq0441 YHQEENVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAEVDTYCRHNYGVVESFTV 86
seqg0403 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFTV 120
seqg0404 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVVESFTV 120
seqg0402 YHQEEYVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDILEDERAAVDTYCRHNYGVVESFTV 120
seqg0312 HNQEENVRFDSDVGEFRAVTELGRPSAEYWNSQKDLLEQKRGRVDNYCRHNYGVVE—-——— 80
seqg0320 HNQEENVRFDSDVGEFRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKRGRVDNYCRHNYGAVESFTV 86
seqg0305 HNQEENVRFDSDVGEFRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKRGRVDNYCRHNYGVGESFTV 86
seq0301 HNQEENVRFDSDVGEFRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKRGRVDNYCRHNYGVVESFTV 120
seg0306 HNQEENVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQKRGRVDNYCRHNYGVVESFTV 120
seanln2 HNOFRFENVRFNDSNVGRYRAVTRTL.GRPNDARYWNSOKNT.T.ROKRGRVNNYCRHNYGVGRESFTV 91

Figura 11 - Alineamiento de los distintos alelos HLA DRB1.

Americano de Reumatologia se logré mejorar el desempeno
de los modelos. En el caso de la red neuronal se consi-
guié clasificar adecuadamente el 89,28% de los datos. Con la
red bayesiana con 5 variables se clasificé adecuadamente el
92,85% de los datos. Por otro lado, la red neuronal utilizando
11 variables clasificé adecuadamente el 89,28% y la red baye-
siana clasificé adecuadamente el 92,85% de los datos.

Los resultados obtenidos con k-means con el grupo de
138 individuos permitieron determinar que el grupo 1 presen-
taba una susceptibilidad mayor a presentar AR dada por los
resultados de las variables analizadas.

Posteriormente, se realizdé un nuevo agrupamiento de
pacientes para determinar la severidad de la enfermedad. Al
utilizar el coeficiente silueta se determiné que el mejor agru-
pamiento se logra con 2 grupos. Al comparar los 2 grupos,
se identificé que el promedio de articulaciones inflamadas
y dolorosas fue similar, por lo cual, estas 2 variables no son
discriminantes. En contraste, la variable anti-CCP resulté dis-
criminante para la condicién de severidad de la enfermedad.
Por otro lado, los valores para la variable FR son cualita-
tivamente positivos, lo cual solo indica que los individuos
pertenecientes a estos grupos presentan una actividad de la
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Figura 12 - Arbol de distancia entre secuencias de aminodacidos de los distintos alelos HLA DRB1.
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Tabla 16 — Grupos de alelos obtenidos a partir del arbol
de cercania genética

Grupo Alelos

1 0105

2 0902

3 0433, 0707

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

7 0320

8 0317

9 1344

10 1320, 1322, 1334
11 1433

12 1303, 1304, 1332
13 0816

14 0825

15 0101, 0102, 0103,
16 1501, 1601, 1602

enfermedad. Algo similar se puede observar para las articula-
ciones inflamadas y dolorosas.

Adicionalmente, en la red bayesiana se identificaron rela-
ciones significativas entre las variables, tales como la relacién
entre el nimero de articulaciones inflamadas y dolorosas con
las variables serolégicas y las variables genéticas. Este hallazgo
estd acorde con los resultados obtenidos en el estudio de Li
et al.’®, donde analizaron las relaciones existentes entre los
fenotipos y biomarcadores en un estudio de AR. Por lo cual, en
este estudio a través de los métodos computacionales mencio-
nados se encontraron relaciones de dependencia entre estas
variables, principalmente usando los modelos bayesianos. Las
tablas de los valores de las probabilidades correspondientes
indican la posibilidad de que una persona presente AR.

Segln algunos estudios, las redes bayesianas proporcionan
un marco conveniente para la sistematizacién de datos para
deducir un orden de probabilidad y modelos de variables que
interactian en enfermedades como la AR. Estos estudios se
han concentrado en la estimacién de las relaciones estruc-
turales en el sistema en estudio o en la identificacién de las
asociaciones de la enfermedad con los polimorfismos gené-
ticos. Por esto las redes bayesianas se pueden utilizar para
predecir el resultado de las intervenciones especificas en esta
enfermedad®.

Conclusiones

En este trabajo se realizo el analisis de un conjunto de datos de
pacientes con AR aplicando métodos de inteligencia computa-
cional, con el fin de tratar de identificar endofenotipos para la
enfermedad. Los datos incluian informacién genética, clinica
y serolégica. También se trataron de obtener marcadores para
determinar la severidad de la enfermedad en los pacientes.
Se identificaron las relaciones de dependencia entre
algunas de las variables a través de una red bayesiana. Espe-
cificamente se establecié que las variables anti-CCP y el FR
estan implicadas de manera significativa en la enfermedad.
También, se identificaron endofenotipos relacionados con la
severidad de la enfermedad en pacientes; particularmente

se identificaron secuencias de aminoacidos comunes entre
pacientes con el mismo desenlace.

Se concluyd que utilizando técnicas de inteligencia com-
putacional y bioinformatica fue posible desarrollar modelos
computacionales que, usando informacién genética y clinica,
logran clasificar entre pacientes y controles sanos, asi como
también clasificar segun criterios de severidad a los pacientes.

Trabajo futuro

Se propone trabajar en la busqueda de més secuencias comu-
nes entre los distintos pacientes con grados de severidad
similares y para ello se podran utilizar otras variables como
son niveles elevados del FR, niveles elevados de anticuerpos
anti-CCP, HAQ elevados y otras posibles variables que se pue-
den cuantificar.

Se recomienda en un trabajo futuro desarrollar una aplica-
cién web que permita automatizar la metodologia de analisis
aplicada en esta investigacién, asi como realizar trabajos futu-
ros con un numero mayor de pacientes.

Finalmente, se recomienda implementar y validar otras
técnicas de inteligencia computacional, tales como maquinas
de soporte vectorial o técnicas como boosting y bagging, para
clasificar y diferenciar entre pacientes y controles sanos.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores declaran que
los procedimientos seguidos se conformaron a las normas éti-
cas del comité de experimentacién humana responsable y de
acuerdo con la Asociacién Médica Mundial y la Declaraciéon
de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que han
seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre la publi-
cacién de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores han obtenido el consentimiento informado de los
pacientes y/o sujetos referidos en el articulo. Este documento
obra en poder del autor de correspondencia.
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