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Introduccién

1. INTRODUCCION.

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica que
afecta a multiples articulaciones de forma simétrica y destructiva produciendo
deformidades tipicas. Los pacientes con AR presentan una importante
morbilidad y discapacidad progresivas con menor esperanza de vida que la

poblacion sana (1).

La AR afecta al 0.5-1% de la poblacién en paises industrializados de
todo el mundo, lo que la convierte en una de las enfermedades inflamatorias
cronicas mas frecuentes y un problema de salud de primer orden en paises
desarrollados, incluida Espafa (2). Debemos destacar en primera instancia
gue los nuevos tratamientos y mejoras en su diagnéstico han modificado
sustancialmente la historia natural de la AR, aunque a dia de hoy aun no

disponemos de una cura para ella.

La causa de la AR no es del todo conocida y se postulan varias teorias
que desde una perspectiva multifactorial intentan explicar la fisiopatologia de la
enfermedad. La marca de la enfermedad es la inflamacion tanto articular como
sistémica y la autoinmunidad en forma de autoanticuerpos; aun asi, se trata de
una enfermedad heterogénea tanto desde un punto de vista clinico como

patolégico cuya causa se mantiene esquiva hoy en dia (3).

Como en todas las enfermedades autoinmunes, en la AR se produce
una alteracion en el reconocimiento de lo propio y lo ajeno que origina una
inflamacion sin noxa claramente identificable. En el complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) reside gran parte de la capacidad que tiene el
organismo para identificar qué células pertenecen al propio organismo y para
reaccionar ante ellas. En humanos el CMH se denomina HLA (Human

Leukocyte Antigen o antigeno leucocitario humano).

Existe una clara agregaciéon familiar en la AR y se ha estudiado en detalle la
carga genética de estos pacientes; se trata de una susceptibilidad genética
poligénica, en la que la mayor parte del riesgo para padecer una AR se asocia
a la region del HLA. Dentro de esta region del cromosoma 6, el riesgo es mas
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Introduccién

claro para alelos del HLA de clase Il, encargados de la inmunidad adquirida,

pero también se han identificado alelos en el HLA de clase | (4).

Particularmente el locus C ha puesto de manifiesto su importancia en
enfermedades autoinmunes incluida la AR, como actor principal de mediacién
en la inmunidad innata mediada por células natural killer (NK), asociado a un
patron de expresion de los denominados Killer Immunoglobulin like Receptors
(KIRs), capaces de activar o inhibir a la célula NK (5,6).

Este y otros hallazgos han llevado a reconsiderar a la AR, no como una
enfermedad exclusivamente autoinmune (relacionada con la inmunidad
adquirida), sino como una enfermedad en la que la inmunidad innata también

tienen un papel en su patogenia.

De hecho, la separacion de la inmunidad en innata y adaptativa es un
concepto mas académico que real desde un punto de vista biolégico por lo que

este abordaje tiene mucho sentido.

2. HISTORIA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE.

La AR genera grandes retos desde el punto de vista etiopatogénico, pero
también desde un punto de vista histérico. Hasta el afio 1800 no disponemos
de una descripcion clara de la AR con la publicacién de un caso llamado “gota
asténica primitiva” por parte de Auguste Landré-Beauvais con un estudio post-
mortem del todo compatible, donde describe el pannus reumatoide articular
destructivo (7). Posteriormente Charcot utilizé el término “reumatismo articular
progresivo” (8) y el primero que utiliza el término “artritis reumatoide” es Alfred
B. Garrod en 1859 (9). Aun asi, la AR contintda teniendo diversos nombres
hasta que finalmente en 1941 se acepta el término Artritis Reumatoide en la

Asociacion Americana de Reumatologia (American Rheumatism Association).

Algunos autores, basdndose en las imprecisas descripciones y la
ausencia de iconografia defienden que la artritis reumatoide no existia en

Europa hasta el siglo XIX, lo que abrié perspectivas interesantes acerca de un

3
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agente causal aparecido en aquel momento histérico, responsable de la
enfermedad y probablemente procedente del nuevo mundo (10). Otros autores
sin embargo enumeran evidencias paleontoldgicas suficientes para postular

que la AR ya campaba en Europa en el siglo | a.C. (11).

Durante los inicios del siglo XIX la etiologia de la artritis reumatoide se
debatia entre los conceptos de diatesis o desequilibrios internos y factores
externos; ante la perspectiva de un agente etiolégico adquirido en el nuevo
mundo, la hipotesis de una etiologia infecciosa en la AR cobra fuerza a
principios del siglo XX pero no se encuentra una relacién clara con ningun
germen (12). Fueron Burnet y Mackay en los afios 70 los que sentaron las
bases de la etiopatogenia actual con su teoria autoinmune (13).

Otro aspecto resefiable de la historia reciente de la AR es la llamada
“piramide terapéutica”, que consistia en la adicién de medicamentos en funcién
de la gravedad y discapacidad del paciente. Previo a la aparicion de la aspirina
en 1870 los pacientes Unicamente disponian de laudano para aliviar sus
dolores. En 1948 se descubren los corticoides (14) y eclipsan los prometedores
resultados de las sales de oro (15), que producian frecuentes efectos
secundarios y menor eficacia respecto a los glucocorticoides. En cualquier
caso, los efectos secundarios de los glucocorticoides también se hicieron
evidentes tras largos periodos de tratamiento por lo que su uso se acaba
restringiendo a los pacientes mas graves. Ademas de las sales de oro, otros
farmacos modificadores de la enfermedad (FAME) aparecen progresivamente:
salazopirina (16), cloroquina (17), hidroxicloroquina (18) y D-penicilamina (19).

El uso de farmacos citotoxicos fue liderado por el espafiol Jiménez Diaz
en 1951, buscando un efecto inmunosupresor frente al origen inmunitario de la
AR (20). Bajo esta Optica la azatioprina, clorambucilo, ciclofosfamida y

metotrexato empiezan a ser utilizados en la AR.

El uso de analogos del &cido folico como la aminopterina vy
posteriormente el metotrexato, se impusieron en el tratamiento de la psoriasis y
la AR por su perfil de toxicidad y eficacia superior a los demas; actualmente es
el metotrexato el FAME mas utilizado en el mundo (21), aunque por si solo rara

vez consigue la remision completa y mantenida de la AR. Por esta razon se
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ensaya el efecto aditivo de varios FAME administrados simultaneamente en las
llamadas “terapias combinadas”, clasicamente metotrexato y antimalaricos
(cloroquina o hidroxicloroquina) y también con salazopirina (denomidada “triple
terapia”); esta estrategia resulta util, con mejoras en la eficacia y sin
importantes efectos adversos adicionales (22). Durante los dltimos afios del
siglo XX y el inicio del siglo XXI aparece la leflunomida (23) y se publican las
primeras evidencias de que el uso generalizado de FAME en la AR consigue

frenar la discapacidad progresiva de los pacientes (24).

Asi pues la Reumatologia entr6é en el siglo XXI dejando definitivamente
atras la poco estimulante “piramide terapéutica” y mirando hacia un futuro
tecnolégico basado en tratamientos dirigidos a frenar moléculas centrales en la
cascada inflamatoria, en paralelo con los avances en los mecanismos

patogénicos de la AR (25).

Con la aparicion de los medicamentos bioldgicos (26), este abordaje
terapéutico resulté alin mas eficaz y a dia de hoy los pacientes con artritis
reumatoide tienen unas perspectivas funcionales y de calidad de vida mucho
mejores con el abordaje denominado ‘freat to target”, en el que el médico
instaura tratamiento intensivo en las primeras fases de la enfermedad para

frenar la progresién y complicaciones de la misma (27).

3. EPIDEMIOLOGIA.

La valoracién epidemioldgica de la AR es compleja, empezando por el
diagnéstico de la enfermedad; los criterios de clasificacion han variado a lo
largo del tiempo en busca de un diagndstico mas precoz y la instauracion de
tratamientos cada vez mas eficaces de forma temprana ha mejorado el
pronéstico funcional de la enfermedad. Aun asi, la AR sigue siendo una

enfermedad considerablemente molesta para el paciente que la padece.
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3.1 DEFINICION DE CASO.

Las estimaciones epidemioldgicas en la AR plantean ciertos retos desde
un punto de vista metodolégico. Ademas de la ya mencionada confusion
terminolégica en la literatura, no existen unos criterios diagnosticos como tales
en la AR, sino que se han venido utilizando criterios de clasificacion; estos
criterios también han cambiado a lo largo del tiempo (28), lo que ha supuesto

una variabilidad considerable en la definicidon de caso de AR.

En 1958 se propusieron los criterios de la American Rheumatism
Association (ARA), posteriormente modificados en 1962 para convertirse en los
criterios de Roma; en estos criterios se define AR posible, probable, definida y
clasica en funcién de los criterios clinicos que cumpliera el paciente y ademas
define la AR activa y la AR inactiva en la que se exigian cambios radiograficos
o deformidades tipicas ademas de la historia previa de poliartritis. La diferencia
fundamental entre los criterios ARA y los de Roma es que se excluyeron los

criterios histolégicos, que resultaban poco practicos (Tabla 1).

Tabla 1. CRITERIOS DE ROMA

AR ACTIVA* Rigidez matutina
Dolor articular espontaneo o al movimiento
Inflamacion de tejidos blandos en una articulacién observada por médico
Inflamacidn de tejidos blandos en otra articulacion observada por médico

Inflamacion de tejidos blandos en articulaciones simétricas simultaneas
observada por médico

Nédulos subcutaneos observados por médico
Cambios radioldgicos (erosiones o/y osteoporosis yuxtaarticular)
Factor reumatoide positivo

AR INACTIVA Historia pasada de poliartritis
Deformidad simétrica de las articulaciones de las manos o de los pies
Cambios radiolégicos

Factor reumatoide positivo

*AR probable: 3 o 4 criterios positivos, AR definitiva: 5 o 6 criterios positivos, AR clasica: 7 u 8 criterios positivos.
AR: Artritis Reumatoide .

Estos criterios se revisaron en 1966, y surgieron los criterios de Nueva

York (29) con la intencién de describir mejor cada caso activo o inactivo, pero
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no ofrecian una definicion clara de caso inequivoco de AR; Unicamente se
reportaba el nimero de criterios positivos en cada paciente (Tabla 2), y no

tuvieron mucha aceptacion.

Tabla 2. CRITERIOS DE NUEVA YORK**

Historia de artralgias en 3 0 mas articulaciones en miembros (IFP/MCF de la misma mano
cuentan como una articulacion)

Inflamacidn, limitacion del movimiento, subluxacion o anquilosis de 3 0 mas
articulaciones en miembros y sintomas en al menos un par articular. Deben estar
afectadas al menos una mano, mufieca o pie y ser simétrica en al menos un par articular

Radiologia de AR erosiva (grado 2 o mayor) en manos, mufiecas y pies

Reaccion seroldgica positiva para AR.

IFP: interfalangicas proximales, MCF: metacarpofaldngicas, AR: Artritis Reumatoide.
**Sin reglas para positivos, el estudio debe indicar cudntos criterios satisfacen los casos.

Ya en 1987 se publican los nuevos criterios ACR (30) en los que se
incluyeron datos clinicos como la rigidez matutina y la localizacion de la artritis
en manos (Tabla 3). Estos criterios tenian buena sensibilidad para incluir a los
pacientes tanto activos como inactivos y se consideraron adecuados para
estudios epidemioldgicos poblacionales. Con el paso del tiempo y los avances
en el tratamiento estos criterios perdieron vigencia ya que no permiten
diagnosticar pacientes en fases muy tempranas de la enfermedad, lo que
resulta clave para controlar los sintomas y evitar el dafio estructural en la AR
(32).

Tabla 3. CRITERIOS American College of Rheumatolgy (ACR) 1988

CRITERIO DEFINICION
Rigidez Matutina Rigidez de mas de una hora de duracion hasta su maxima
mejoria

Artritis de 3 o mas areas Tumefaccion o derrame articular simultaneo de 3 de las 14
articulares areas articulares posibles: IFP, MCF, Mufiecas, codos, rodillas,
tobillos y MTF (derecha e izquierda)

Artritis en manos Tumefaccién de muiieca, MCF o IFP

Artritis simétrica Afectacion simultanea de las mismas areas articulares de
forma bilateral

Nodulos Reumatoides Observados por un médico
Factor Reumatoide Valor superior al 95% de controles sanos
Cambios radioldgicos Erosiones o descalcificacion dsea inequivoca marcada en zonas

clinicamente afectas

Se clasifica a un paciente como AR si cumple al menos 4 de los 7 criterios y los 4 primeros deben estar presentes al menos 6 semanas. IFP:
Interfalangicas proximales, MCF: metacarpofalangicas. MTF: metatarsofalangicas.
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En 2010 se publican unos nuevos criterios de clasificacion ACR
conjuntamente con la European League Against Rheumatism (EULAR) para la
AR (32); estos criterios buscan caracteristicas precoces de la enfermedad
como la afectacién de pequefias articulaciones, autoanticuerpos, reactantes de
fase aguda y una duracion de los sintomas de al menos 6 semanas, e
introducen el término de AR definida cuando el paciente cumple 6 puntos de 10

posibles en cualquier momento de la historia de la enfermedad (Tabla 4).

Tabla 4. CRITERIOS American College of Rheumatology (ACR) 2010
ARTICULAR PUNTUACION
Afectacion de una articulacién grande 0

Afectacion de 2 a 10 articulaciones grandes
Afectacion de 1 a 3 articulaciones pequefias

Afectacion de 4 a 10 articulaciones pequefias

un W N

Afectacion de mas de 10 articulaciones pequeiias
LABORATORIO

FR y Anti-CCP negativos

FR y/o ACPA positivos a titulos bajos (<3 VN)

FR y/o ACPA positivos a titulos altos (>3 VN)

VSG y/o PCR normales

VSG y/o PCR elevadas

DURACION DE LOS SINTOMAS

< de 6 semanas 0

= O N = O

> de 6 semanas 1

Un paciente se clasifica como AR cuando su puntuacién total es igual o superior a 6. FR: factor reumatoide. ACPA: Anticuerpos
anti péptidos citrulinados. VN: valor normal. VSG: velocidad de sedimentacién globular. PCR: Proteina C reactiva.

3.2 PREVALENCIA, INCIDENCIA E IMPACTO.

La AR es una enfermedad que produce una importante discapacidad y
supone una carga importante para el paciente, familia y sociedad, como
demuestra el andlisis con respecto a la AR derivado del estudio “Global Burden
of Disease”(GBD) de 2010 (1); la prevalencia global estimada de la AR es del
0.24%, siendo del 0.35% en mujeres y del 0.16% en hombres, con una mayor
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prevalencia en el area de Australia (0.46%), seguida de Europa (0.44%) y
América del Norte (0.44% en poblacion de alto nivel adquisitivo). En el sureste
asiatico, este asiatico y centro-este africano la prevalencia estimada fue del
0.16%. Otros autores han identificado poblaciones indigenas norteamericanas
con alta prevalencia de AR, en concreto los indios Pima (33) y los Chippewa

(34) con un 5.3% y un 6.8% respectivamente.

Segun GBD, la AR se encuentra en la posicién 42 de 269 condiciones
patolégicas estudiadas en términos de afios vividos con discapacidad, lo que
nos da una idea de la magnitud problema de salud al que nos enfrentamos

cuando hablamos de la AR.

En Espafa el estudio EPISER realizado entre 1998 y 1999, estimé una
prevalencia acumulada de AR del 0.5% en mayores de 20 afios, siendo del
0.6% en mujeres y 0.2% en hombres; se observdé una mayor prevalencia en
areas urbanas frente a rurales, aunque la diferencia no resultd significativa. La
percepcion de discapacidad y disfuncién resultd claramente alterada en los
pacientes (35). En 2020 se publican los resultados del estudio EPISER 2016 en
el que se aplican los criterios ACR de 2010, resultando una prevalencia de
0.82% frente al 0.69% que cumplian los criterios ACR de 1987 (36).

A pesar de que la prevalencia es relativamente constante a nivel
mundial, el comportamiento clinico de la AR varia entre distintas poblaciones
(37,38) y su incidencia puede variar en el tiempo (39). En cualquier caso, la
comparacion entre distintas poblaciones plantea problemas metodoldgicos
importantes (40) y estudios comparativos del curso de la AR entre distintas
etnias en el mismo contexto geografico sugieren que las diferencias clinicas
pueden deberse a factores socioecondmicos, mas que a la genética o aspectos
culturales (41-44).

Con respecto a la mortalidad en la AR, es un hecho conocido que los
pacientes con AR mueren de forma prematura (45), sobre todo atribuida a una
mayor tasa de eventos cardiovasculares, mayor tasa de infecciones, afectacion
pulmonar y renal que la poblaciébn general y especialmente en aquellos
pacientes con factor reumatoide (FR) y/o anticuerpos anti péptido citrulinado

ciclico (ACPA) positivos. Un meta analisis publicado en 2013 que incluia
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publicaciones de los ultimos 50 afios arroj0 una tasa estandarizada de
mortalidad en pacientes con AR de 1.47 (intervalo de confianza del 95%: 1.19-
1.83); los autores encontraron una discreta reduccion en la tasa de incidencia
de mortalidad del 2.3% por afio, aunque no se confirmé en el caso de la tasa
estandarizada de mortalidad (46). En un estudio realizado en Reino Unido no
encontraron una esperada reduccion en la mortalidad de los pacientes con AR
precoz seguidos en las Ultimas décadas (47), a pesar de las mejoras en el

control temprano de la actividad inflamatoria de la enfermedad.

4. ETIOPATOGENIA.

La etiologia de la AR es desconocida, aunque se conocen muchos
aspectos acerca del desarrollo y factores de riesgo que se asocian con su
aparicion y progresion. Como ya se ha mencionado la AR es una enfermedad
heterogénea con gran variabilidad clinica, se considera que la AR tienen una
causa multifactorial que deriva en el desarrollo de la enfermedad de manera
particular en cada paciente, siendo hoy en dia imposible establecer la causa

exacta en cada individuo.

4.1 GENETICA.

El riesgo de padecer AR estd aumentado en pacientes con historia
familiar de AR entre 2 y 4 veces y existe mayor concordancia entre gemelos, lo
gue indica que hay factores genéticos implicados en su patogenia (48). La
heredabilidad de la AR se estima en torno al 40% y es mas acusada en

pacientes seropositivos que en pacientes seronegativos (49).

Aproximadamente el 50% del riesgo genético se localiza en el

cromosoma 6, en concreto se asocia a diferentes locus del HLA.
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El 50% restante del riesgo genético se localiza en locus distintos al HLA,
pero su asociacién es mas bien individual o acumulativa, se han encontrado
genes relacionados con las vias de coestimulacion celular, sefializacion de
citoquinas, el umbral de activacion de linfocitos o la activacion de la inmunidad

innata. (Figura 1).

FIGURA 1. LOCUS DE RIESGO PARA ARTRITIS REUMATOIDE

HLA DR4
CTLA4

Linfocito

Linfocito

" Formacién \ Cél ula Cs Si n3VI°TIto
L de centre y : s |po
W e Plasmatica
Fibroblasto Condrocito

Adaptada de Smolen J. Lancet 2016. mDC: célula dendritica mieloide. pDC: célula
dendritica plasmocitoide. Th1: célula T colaboradora 1, Th17: célula T
colaboradora 17. Treg: celula T reguladora.

coL21

4.2 EPIGENETICA.

La epigenética estudia los procesos post transcripcionales que modifican
la expresion génica. Un mecanismo fundamental es la metilacion de
fragmentos de ADN a través de modificaciones en las histonas (metilacion,

acetilacion, fosforilacion); mediante esta metilacion en determinados
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segmentos de ADN se regula la transcripcién, replicacién, recombinacion y
respuesta al dafio de ADN, asi como a la remodelacion de cromatina. También
fragmentos de ARN mensajero no codificantes (hcRNAm) regulan la expresion
de genes. Se han observado patrones alterados de metilacion de ADN vy

NCARNM en pacientes con AR.

La epigenética se ve influenciada por factores ambientales como el
tabaco en el caso de la fosforilacion de histonas. Es un campo prometedor para
entender la sinergia de factores genéticos y ambientales en la patogenia de la
AR, asi como una posible via terapéutica si se consiguen farmacos reguladores

de estos procesos (50).

4.3 FACTORES AMBIENTALES.

Existen factores ambientales claramente relacionados con la aparicion
de la AR, entre los que destacan el tabaquismo, el bajo nivel socioeconémico o
la exposicion a silice. Las infecciones se han propuesto de forma recurrente
como mecanismo plausible sobre todo a través de mecanismos de mimetismo
molecular. La enfermedad periodontal esta relacionada con la aparicion de la
AR y aungque no se conoce el mecanismo exacto se postula que pueda deberse
a la aparicion de proteinas citrulinadas en el proceso de lucha contra el germen

implicado (51).

Como en otras enfermedades autoinmunes el papel de la flora intestinal
ha adquirido un considerable interés como factor de riesgo y progresion de la
AR, aungue no se conoce completamente el mecanismo ni el papel que puede

tener en la prevencién o tratamiento de la enfermedad (52).

4.4 INMUNIDAD Y ARTRITIS REUMATOIDE.

Los procesos inmunes en la artritis reumatoide son prominentes y afectan tanto
a nivel articular como sistémico. El proceso inflamatorio es importante y
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también se produce activaciéon de la inmunidad con participacion de varios tipos
celulares que se relacionan entre si.

4.4.1 Inflamacion.

La tumefaccion articular que se observa en los pacientes con AR se
debe a inflamacion de la membrana sinovial por activacion inmune, con
infiltracién de leucocitos en un tejido normalmente hipocelular. Las poblaciones
celulares observadas incluyen tanto células de la inmunidad innata (monocitos,
macrofagos, células dendriticas, mastocitos, células natural Killer,...) como de
la inmunidad adaptativa (células T helper 1 y 17, células B, plasmocitos,
plasmablastos,...) y se ha observado heterogeneidad entre los distintos
pacientes e incluso entre especimenes de biopsia de un mismo paciente
(53,54). Se han sugerido distintos patrones de inflamacién segun la
predominancia celular (fibroblastica, mieloide o linfocitica) que podrian tener
distinto comportamiento en cuanto a su capacidad destructiva articular, lo que

podria explicar la heterogeneidad clinica entre pacientes. Figura 2.
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FIGURA 2. Patobiologia de la AR. Engrosamiento sinovial poblaciones celulares que
conforman el pannus sinovial. Modificada de Smolen J, The Lancet 2016.

El infiltrado inflamatorio esta controlado por un complejo sistema de
citoquinas y quimioquinas, siendo fundamentales el TNFa, la Interleucina 6 y el
factor estimulante de colonias de granulocitos/monocitos (55). Las citoquinas

agravan el proceso mediante la activacion de células endoteliales y la
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guimiotaxis de células inflamatorias hacia el tejido sinovial. La activacion de
fibroblastos junto a linfocitos B, T, macréfagos y monocitos activan a los
osteoclastos a través de la via RANK-RANKL y comienza la destruccion
articular, inicialmente en la zona de unién osteo-cartilaginosa y peridstica

sinovial (56). Figura 3.
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FIGURA 3. B|olog|a celular en Ia Artntls ReumatOIde En verde las dlanas terapeutlcas
con eficacia clinica demostrada. Modificada de Smolen J, The Lancet 2016.

Finalmente, las citoquinas a través de los receptores celulares activan
vias de sefializacion intracelular que se traducen en activacién y transcripcion o
supresién de grupos de genes que amplifican esta respuesta inflamatoria
inmune y los mecanismos de dafio articular; cerrando y perpetuando el circulo

patogénico de forma indefinida si no se trata la enfermedad. Ver figura 4.
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FIGURA 4. Biologia celular en la Artritis Reumatoide. En verde las vias etiopatogénicas con
dianas terapéuticas de eficacia demostrada. Modificada de Smolen J, The Lancet 2016.

Por tanto y a modo de resumen podemos decir que en la patogenia de la
AR existe una fase preclinica en la que fundamentalmente se producen
procesos relacionados con la inmunidad innata (infeccién, periodontitis,...) y
factores ambientales (tabaco, silice, microbiota,...) que interactuan con un
individuo genéticamente predispuesto y acaban induciendo una respuesta
adaptativa mas elaborada con la produccion de autoanticuerpos y participacion
de células presentadoras de antigeno, linfocitos B, linfocitos T en el seno del
estroma sinovial y linfatico que inducen el desarrollo y progresion de la

enfermedad reumatoide articular y extraarticular.
4.4.2 Autoinmunidad.

La presencia de autoanticuerpos, principalmente factor reumatoide y
anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico, ocurre en el 50-70% de los
pacientes con AR; predicen la evolucion a AR en pacientes con artritis
indiferenciada y se asocian a un curso de la enfermedad més agresivo con
mayor dafio articular y mortalidad. M&s recientemente se han identificado
anticuerpos contra proteinas carbamiladas y acetiladas en relacion con la AR
pero no mejoran la sensibilidad al diagndstico y suelen asociarse tanto con el

FR como con los ACPA, aunque son familias independientes (57).
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La sensibilidad es similar entre FR y ACPA (67% vs 69%) mientras que
los ACPA son mas especificos que el FR (95% vs 85%) cuando se comparan

con controles sanos (58).

La presencia de otros autoanticuerpos como anticuerpos no érgano
especificos (ANOEs) y anticuerpos contra antigenos extraibles del nucleo
(ENASs) no tienen una asociacion con la AR, aunque se estudian en muchos
pacientes como parte del proceso diagnéstico diferencial y para descartar

asociacion con otras enfermedades autoinmunes sistémicas.
4.4.2.1 Factor Reumatoide.

El FR es un autoanticuerpo que reacciona contra la fraccion constante
de la inmunoglobulina G y fue el primer autoanticuerpo descrito en asociacion
con la AR. A pesar de su falta de sensibilidad se considera util para el

diagnéstico de la AR cuando la probabilidad previa a la prueba es alta.

Ademas de en la AR, el FR se ha identificado en enfermedades no
reumaticas como lepra, kala-azar, sifilis, tuberculosis pulmonar, hepatopatia
cronica y sarcoidosis, asi como en otras enfermedades reumaticas como lupus
eritematoso sistémico o sindrome de Sjogren. Entre el 1.3 y el 4% de la
poblacion sana caucasica puede tener FR positivo. También puede aparecer
en procesos infecciosos, donde podria ayudar al aclaramiento y respuesta
adaptativa a la infeccidn a través de la fagocitosis de patégenos por linfocitos B

con FR en superficie (59).

Un aspecto interesante recientemente dilucidado es por qué el FR
circulante no se une a los anticuerpos IgG del suero; esto ocurre porque el FR
se une especificamente a anticuerpos que han fijado previamente a su
antigeno. Esto implica cambios conformacionales en la inmunoglobulina
cuando se une a su antigeno, exponiendo epitopos no accesibles previamente,

gue ademas mejoran la respuesta inmune (60).

En los pacientes con AR, el FR se produce y se concentra en el liquido
sinovial y aunque puede ser de cualquier isotipo, los mas especificos y
patogénicos en la AR son el isotipo IgM e IgA (61).
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Su papel patogénico principal consiste en la formacién de
inmunocomplejos, con capacidad para activar el complemento, macrofagos y
estimular la liberacion de citoquinas proinflamatorias. Su avidez por la fraccién
IgG1 hace que en presencia de anticuerpos ACPA se formen inmunocomplejos

FR-ACPA, estimulando el efecto proinflamatorio de éstos ultimos (62).
4.4.2.2 Anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico (ACPA).

Los anticuerpos ACPA reaccionan contra residuos citrulinados de
diversas proteinas como vimentina, fibronectina, histonas, o colageno tipo lI;
son patogénicos via activacion macrofagica o activando osteoclastos y también
pueden formar grandes inmunocomplejos que eventualmente se pueden unir al
FR amplificando la respuesta inmune. Al igual que el FR pueden ocurrir

multiples isotipos, principalmente IgM, 1gG e IgA,

La citrulinizacion o deiminacion de proteinas la produce la enzima
peptidylarginina deiminasa (PAD) en un proceso dependiente de calcio que
transforma arginina en citrulina (Figura 5). Este proceso es irreversible y
confiere a la proteina citrulinada un cambio en su carga e inestabilidad
estructural que se puede asociar con una pérdida de su forma, funcién y

desencadenar una respuesta inmune (63,64).
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FIGURA 5. Deiminacién o Citrulinizacion.
PAD: peptidylarginina deiminasa

Algunos estimulos patogénicos que impliquen la lisis de la membrana
leucocitaria via leucotoxinas formadoras de poros, como la leucotoxina A,
producen una activacién incontrolada de PAD en mucosas (oral, intestinal,
urotelial o respiratoria), con generacién de abundantes proteinas citrulinadas

gue iniciarian el proceso autoinmune (65,66). A pesar de esto, los ACPA
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reaccionan solo contra algunas de estas proteinas citrulinadas y no se conoce
exactamente como se producen los anticuerpos; una teoria propone que la
citrulinizacion aberrante y descontrolada generaria neo-epitopos concretos que
induzcan la formaciéon de anticuerpos (67); estos anticuerpos podrian activar
componentes membrano-liticos del huésped (como el complejo de ataque de
membrana del complemento o la perforina) en las articulaciones, perpetuando

el estimulo citolitico que activa PAD y la citrulinizacién (68) (Figura 6).

En el liquido sinovial de pacientes con AR se han identificado PAD
activadas y mas de 100 proteinas citrulinadas intra y extracelulares diferentes,
gque componen el llamado citrulinoma (69). Los sinoviocitos derivados del
fibroblasto (tipo 1), monocitos y neutréfilos son células que contienen PAD y

contribuyen a la generacion del citrulinoma en la AR.

Inital ACPA response: : P;\D et
___——-———"‘:L/-’—I Antigenload & OddizedPAD

FIGURA 6 (a): En condiciones fisiolégicas la citrulinizacién esta limitada y ayuda a la
degradacién y desactivacién de proteinas. (b) Leucotoxinas bacterianas inducen la
activacion descontrolada de PAD con hipercitrulinizacion y respuesta inicial con
generacién de anticuerpos anti péptido citrulinado (ACPA). (c) Los ACPA inducen
citrulinizaciéon intra articular a través de leucotoxinas enddngenas (perforinas y
complemento) aumentando la carga antigénica y de ACPA. Modificada de Darrah E.,
Curr Op Rheumatol 2018.
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Los ACPA se pueden detectar hasta 10 afios antes del desarrollo de la
enfermedad y durante ese tiempo la especificidad antigénica se amplia, lo que

implica necesariamente la participacion del linfocito T y, aunque no se conoce
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con exactitud su papel, se pueden detectar linfocitos T activados en tejido
sinovial y en ganglios linfaticos en AR precoz (70,71). Los linfocitos B
productores de ACPA se pueden detectar tanto en la sinovial como en sangre
periférica (72).

Recientemente se ha observado en el dominio V de los ACPA Ia
presencia de areas de glicosilacion extensiva, ausentes en los isotipos IgM y
predictivos del desarrollo de AR, que ademd&s estan relacionados con la

presencia de epitopo compartido en el HLA de clase Il (73).
4.4.3. Artritis Reumatoide Seronegativa.

Como se ha mencionado, aproximadamente el 30 % de las AR no
presentan autoanticuerpos especificos. En estos pacientes se han observado
algunas diferencias respecto a pacientes con FR o ACPA positivos en cuanto a
genética, factores de riesgo ambiental, clinica, histologia, perfil de citoquinas,
una mayor destruccion articular sin tratamiento y también respecto a la
respuesta a algunos tratamientos. Estas diferencias han llevado a postular que

este grupo de pacientes padecen una enfermedad diferente (74).

Sin embargo, no existen unas recomendaciones diferentes para el
tratamiento inicial de pacientes seropositivos 0 seronegativos y con las nuevas
estrategias terapéuticas ya no se observan diferencias significativas en el curso
clinico de estos pacientes (75), salvo quizas por una posible mayor
probabilidad de alcanzar la remision sin tratamiento en los pacientes

seronegativos.
4.4.4. Ceélulas Natural Killer.

Las células Natural Killer (NK) se definieron tras su identificacion en los
afnos 1970 como linfocitos grandes granulares del sistema inmunitario innato,
involucradas en la primera defensa contra células sometidas a estrés, como
infecciones bacterianas, viricas o la transformacion maligna. Actdan eliminando
sin sensibilizacion previa a las células diana o produciendo una gran cantidad y
variedad de citoquinas y quimioquinas que participan en el inicio de la

respuesta inmunitaria adaptativa hacia un antigeno especifico.
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Las células NK derivan de células progenitoras del sistema
hematopoyético de la médula 6sea y suponen entre el 5-10 % de los linfocitos
circulantes; forman parte del grupo de Células Linfoides Innatas (ILCs) con
importantes funciones efectoras y reguladoras en inflamacion, respuesta
inmune y reparacion tisular, asi como una conocida capacidad para formar un
puente entre la inmunidad innata y adaptativa (76). En concreto formarian parte
del grupo 1 de ILCs, implicados en procesos inflamatorios mediante la
secrecion de interferon gamma, TNF alfa y son estimuladas por IL-15, IL-12 e
IL-18 mediante la activacién del factor de transcripcion t-bet. Derivan de un
progenitor linfoide comun a linfocitos B, T, célula dendritica y otros ILCs; salen
de la médula 6sea en estado inmaduro y precisan de contacto celular con

células estromales de tejidos o ganglios linfaticos para su maduracién.

En sus estadios madurativos finales se pueden diferenciar dos
subgrupos fundamentales de células NK en funcién de la expresion de CD56:
las CD56"9" cuando presenta alta expresividad y CD56%™ cuando pierden esta
alta expresividad y sin embargo tienen alta expresion de CD16. Las funciones
de estos subtipos son también diferentes: CD56"19" actGan como ILCs
reguladoras con capacidad para secretar citoquinas y con baja actividad
citotoxica, mientras que CD56%9™ actuarian como células citotoxicas frente a

dianas celulares, con capacidad limitada para producir citoquinas (Figura 7).

Inicialmente se penso que las células NK eran células efectoras de vida
media limitada o corta pero también han mostrado caracteristicas de inmunidad
adaptativa, como la expansion de poblaciones frente a patdégenos especificos,
la generacion de células memoria y la capacidad para mejorar la respuesta

inmune secundaria frente a estimulos especificos repetidos (77).

A diferencia de los linfocitos T o B del sistema inmunitario adaptativo, la
conformacién de la linea germinal de las células NK no conlleva
reordenamientos genéticos como los que presentan los genes del receptor de
la célula T (TCR) o los de las inmunoglobulinas. La respuesta de la célula NK
va a depender de la interaccion de multitud de sefales activadoras e

inhibidoras que proceden de sus mudltiples receptores de superficie que
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reconocen moléculas HLA de clase |, moléculas semejantes a HLA de clase | y

moléculas no relacionadas con el HLA.

CD16%im" CD16"*

CD5 6brighl

\

KIRs
CD94/NKG2A

CD62L ~ CXCRI
: CX3CRI
— £ IL-7R (L-selectin)
CITOQUINA§ . GRANULQOS
INFy, TNFa, CITOTOXICOS
IL10 Perforina, Granzima

FUNCIONES
EFECTORAS

Abundante produccién de Alta actividad citotoxica
citoquinas Aclaramiento de células tumorales
Inflamacidn o regulacién inmune o infectadas por virus.

Baja actividad citotoxica Baja produccion de citoquinas

FIGURA 7. Esquema de los distintos subtipos de células NK y sus funciones
basicas. Adaptado de Kucuksezer et al. Front. Immunol, 2021 (12).

La interaccion de la célula NK con las células de su entorno a traves del
HLA de clase | es fundamental para que éstas maduren, y lo hacen cuando
reciben sefal inhibidora potente a través de dos tipos de receptores:
NKG2A/CD94 (receptor inhibidor tipo lectina) que interactian con HLA-E
produciendo una sefal inhibidora fuerte, y KIRs. Ambos tipos de receptores
tienen versiones activadoras e inhibidoras, aunque en el caso de los humanos
serdn los KIRs los que presenten mayor variabilidad y procesos de
reordenacion genética, lo que los convierte en candidatos ideales para estudio

en esta tesis junto con los diferentes alelos HLA de clase | clasicos.

Algunos estudios apuntan a la importancia de las células NK en la Artritis
Reumatoide; en concreto se ha visto que hay un aumento de células NK en
sangre periférica y en liquido sinovial de pacientes con AR activa y que estas
células tienen capacidad para inducir una respuesta proinflamatoria, activar
fibroblastos, osteoclastogénesis y destruccion oOsea (78). También se ha
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observado una elevacion de IL-15 en pacientes con AR, estrechamente

relacionada con la activacion y proliferacion de células NK (79).

4.4.5 HLA y enfermedad.

Los organismos multicelulares tienen la capacidad de eliminar los
agentes extrafios a través de anticuerpos, células especializadas y otros

factores solubles; esta capacidad es fundamental para la supervivencia.

Los tejidos y células propias poseen esta capacidad porque expresan
una serie de moléculas codificadas por genes CMH, que a su vez son
reconocidos por receptores del sistema inmunitario. EI CMH en humanos se
denomina HLA (Human Leukocyte Antigen o antigeno leucocitario humano), y
estd constituido por un conjunto de genes localizados en el brazo corto del

cromosoma 6 dentro de la region 6p21.3.

El HLA es la region del genoma que genéticamente se asocia a un
mayor numero de enfermedades, sobre todo relacionadas con la
autoinmunidad, pero también con infecciones. En el HLA humano hay mas de
250 genes y al menos 50 de ellos tienen funciones inmunitarias, que incluyen:
tres locus clasicos y no clasicos de clase | con muchos pseudogenes; cuatro
locus clasicos y dos no clasicos de clase Il, cada uno con dos genes (cadenas
a y B); cuatro componentes del complemento; dos reguladores inmunes; diez
genes implicados en inflamaciéon o activacion de células NK; tres genes
relacionados con respuesta al estrés; seis genes implicados en la maduracion
leucocitaria; cinco genes codificantes de elementos de procesamiento

antigénico y asi sucesivamente (Figura 8).

Las regiones HLA de clase | y Il engloban genes altamente polimérficos
gue codifican proteinas especializadas en la presentacion de antigenos.
Cuando estos complejos se expresan en membrana celular son reconocidas
por los linfocitos T CD8+ y CD4+, respectivamente, a través de su receptor
clonotipico TCR. Ademas de la region polimorfa (region a1), el HLA posee
dominios no variables que interactian con el receptor de la célula inmunoldgica

y también pueden tener un papel en la respuesta inmune.
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FIGURA 8. Region HLA. Adaptada de Busch R., Nature Reviews
Immunology 2019.

Las moléculas HLA de clase | se expresan en la superficie de todas las
células nucleadas, y son las encargadas de presentar a los linfocitos T CD8+
los antigenos que provienen de proteinas citosélicas, propias o codificadas por

Virus.

Las moléculas de clase Il se expresan constitutivamente en las células
presentadoras de antigenos (células del epitelio timico, células dendriticas,
macréfagos, y células B activadas), y son las encargadas de presentar
fragmentos proteicos externos que provienen de la endocitosis (de la
incorporacion intracelular de material externo) después de un procesamiento

intracelular (80).
4.4.5.1 HLA de clase I.

Las moléculas de clase | obtienen su péptido del citosol de la misma

célula que lo va a expresar. El inmunoproteasoma se ocupa de degradar
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péptidos citosdlicos de una manera particular (con residuos hidrofobicos en
extremo C terminal) que facilitara su ensamblaje posterior una vez transportado
al reticulo endoplasmico por las proteinas TAP (transporter associated with
antigen processing). Estas proteinas TAP (heterodimero formado por TAP1 y
TAP2) formaran parte del complejo proteico de ensamblaje donde se cargaran
los péptidos al HLA de clase I, junto con dos chaperones generales de plegado,
ERp57 y calreticulina, y tapasina (un chaperéon dedicado a HLA de clase ).
Después de asociarse a calnexina, los complejos HLA de tipo | vacios son
incorporados al complejo de ensamblaje, donde tapasina ejerce de palanca
para cargar de manera eficaz el péptido seleccionado con alta afinidad para el
HLA. Existen mecanismos de carga de péptido en ausencia de tapasina,
aunque el péptido incorporado no estara tan bien seleccionado. Posteriormente
el HLA cargado con su péptido alcanza la superficie celular para su

presentacion a células T (81,82). (Figura 9)

En el caso de que la célula tenga alguna dificultad (infectada por un
patégeno, neoplasica...), apareceran proteinas alteradas en su citosol y a
través del mecanismo descrito acabaran siendo presentados en la superficie
celular y reconocidos como extrafios por el receptor TCR de las células T CD8

citotéxicas.

El HLA de clase | también interactia con receptores de células con
capacidad citotéxica (NK, NK-T 'y linfocitos T CD4+, CD28null,
fundamentalmente a través de receptores inhibitorios de la familia de las
lectinas tipo C (CD94/NKGZ2) y receptores relacionados con la superfamilia de

las inmunoglobulinas (Killer Immunoglobulin Receptor o KIR).

Como se ha mencionado, dentro del HLA de clase | existen tres locus

clasicos (A, By C) y tres locus no clasicos (E, Fy G).

La presencia de tres isotipos clasicos de HLA de clase I, con distintas
caracteristicas a la hora de cargar péptidos, garantiza que distintos patdégenos
con diferentes estrategias de codificacion proteica puedan ser detectados.
Variantes genéticas en el HLA-B y HLA-A se asocian a diversas patologias
como la espondilitis anquilosante, la enfermedad de Bechet, coriorretinitis o

respuesta a diversos virus. Evolutivamente, los primates catarrinos (incluidos
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los humanos) han hipertrofiado el sistema HLA-C/KIR y es preferente en los

mecanismos de tolerancia inmunoldgica a través de las células NK (83).
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FIGURA 9. HLA de clase I. Adaptada de Busch
R., Nature Reviews Immunology 2019.

Los locus no clasicos muestran poca variabilidad genética, por lo que

estan limitados en la cantidad de péptidos que pueden cargar, actuando

preferentemente como una sefal estable en la membrana celular que inhibe la

lisis por las células inmunes (84,85); si un virus altera la expresion de HLA de

clase | se podria detectar por la ausencia de HLA-E en superficie. La funcion de

HLA-F y G es menos conocida, pero esté relacionada con la tolerancia materno

fetal durante la gestacion.

En el HLA de clase | también se encuentran genes de riesgo para AR,

mas concretamente en el locus C (4),

fundamental de la presente tesis.

y configura uno de los aspectos
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4.4.5.1.1 HLA-C.

El HLA-C surge filogenéticamente de la diferenciacion de un ancestro
HLA-B, con el que esta relacionado, después de la separacion de los ancestros
de hominidos y monos Rhesus, como ya se ha comentado. En humanos el
HLA-C es el locus mas importante para el control de la biologia de la célula NK,

a traves de sus receptores KIR (86).

Existen dos grupos de ligandos para receptores KIR en funcion del
aminoacido presente en la posicion 80 de la hélice a-1 de la molécula de HLA
de clase | (87).

e El grupo C1 se caracteriza por presentar el aminoacido asparraguina
(Asn) en la posicién 80 e incluye a los alelos HLA-Cw *01, *03, *07, *08,
*12, *14 y *16:01.

e El grupo C2 presenta lisina (Lys) en la posicion 80 y engloba a los alelos
HLA-Cw *02, *04, *05, *06, *15, *16:02, *17 y *18.

Cada grupo (C1 y C2) se une especificamente a un tipo de receptor KIR
diferente en funcion de otros polimorfismos presentes en los distintos
receptores KIR, haciendo que esta interaccion HLA-KIR sea variable y

compleja.

El nivel de expresion de HLA-C en superficie celular es variable y se ha
asociado con una mayor actividad citotoxica de células T en respuesta al virus
VIH y a un mayor riesgo de padecer enfermedad de Crohn (88); ademés se ha
observado que la mayor expresion de HLA en superficie no indica mayor
variabilidad antigénica, sino que se produce una restriccion de antigenos, lo
gue podria representar una mayor focalizacion para mejorar la respuesta al

patdégeno o iniciar procesos inmunes (89).
4.4.6 Receptores KIR.

Los receptores KIR son codificados en el cromosoma 19q13.14, en el
llamado complejo de receptor leucocitario (LCR). ElI complejo de genes KIR
estd constituido por 14 genes polimérficos y 2 pseudogenes, de los que 4

codifican para receptores con 3 dominios de Ig (genes KIR3D) y 10 codifican
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para receptores con dos dominios de Ig (genes KIR2D). Los receptores
resultantes son parecidos en cuanto a estructura, aunque presentan diferencias
en cuanto a expresion en superficie, union a ligando y sefializacion intracelular
(90).

Se caracterizan por gran variabilidad génica y alélica y por interactuar
con moléculas de HLA de tipo A, By C. Bésicamente el locus tiene cuatro
alelos constantes y varios genes homoélogos que varian entre individuos, de
forma que cada individuo puede poseer entre 9 y 17 genes en su genoma con
distintas posibilidades combinatorias, lo que genera una gran diversidad
haplotipica. Ademas, de cada gen KIR se han descrito entre 33 y 184 alelos

diferentes como consta en https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/about/statistics/ en

septiembre de 2022.

Los receptores KIR se nombran en funcién del namero de dominios (2D
para dos dominios, 3D para 3 dominios o P en el caso de pseudogenes) y
también en funcién de su dominio o cola intracelular que seréa la que producira
fundamentalmente el efecto inhibitorio cuando es larga (L) frente a la corta (S)

gue sera inhibitoria debil o activadora.

La gran variabilidad entre los receptores resultantes hace que se hayan

dividido en dos haplotipos funcionales, Ay B.

e El haplotipo A contiene 9 genes (3DL3-2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-2DL4-
3DL1-2DS4-3DL2) y se observa en todas las poblaciones siendo
algunos individuos homocigotos.

e El resto de haplotipos se agrupan de forma genérica en el haplotipo B,
gue posee algunos genes siempre ausentes en el haplotipo A (2DS1,
2DS2, 2DS3, 2DS5, 2DL2, 2DL5 y 3DS1) (91-93).

Como se puede apreciar, el haplotipo A contiene un mayor numero de
genes inhibitorios con dominio intracelular largo (L) en comparacion con el
haplotipo B. EI humano puede por tanto tener un repertorio limitado de genes
KIR principalmente inhibitorios si posee un genotipo AA, mientras que tendra
un repertorio mas completo de genes KIR activadores e inhibidores en el caso

de presentar un genotipo AB o BB. Se diferencia ademas una regién
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centromérica y otra telomérica, susceptibles de recombinacion genética. La
mayoria de los individuos caucasicos (aproximadamente el 55%) tienen un
haplotipo A, que presenta una heredabilidad mucho mas constante con pocas
variaciones, mientras que el haplotipo B es mucho mas variable; a esto
podemos afadir el nimero de copias de cada gen que hereda el individuo, lo
gue aumenta el numero de diferentes haplotipos posibles (94). Al igual que los
genes KIR, los haplotipos KIR varian notablemente entre diferentes grupos
poblacionales (95).
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FIGURA 11. Haplotipos KIR Frecuentes. Los genes en gris forman el “armazén”
constante sobre el que se produce la recombinacidn genética. El haplotipo (haplotype
group) se forma por una regién telomérica y otra centromérica con sus genes
especificos. La frecuencia (frequency %) corresponde a poblacidon caucasica.
Modificada de Wei Jiang et al. Genome Res. 2012;22: 1845-1854.

Los receptores KIR tienen afinidad por moléculas HLA de tipo | y
fundamentalmente HLA-C. Todos los HLA-C tienen valina (val) en posicion 76 y

varian como ya se ha comentado en la posicion 77 y 80 (grupo C1y grupo C2).

También HLA-B y A son ligandos de KIR, especificamente aquellos
alelos que presentan el epitopo Bw4, que viene definido por el aminoacido
presente en la posicion 77 y la secuencia de aminoacidos en las posiciones 80
a 83 (96). El epitopo Bw4 esta presente en varios alelos HLA-B (*05, *5102,
*13, *17, *27, *37, *38, *44, *47, *49, *51, *53, *57, *58, *59, *63 y *77) y
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algunos alelos HLA-A (*09, *23, *24, *2403, *25, *32). Aquellos alelos que no

presentan el epitopo Bw4 corresponden al llamado epitopo Bweé.
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FIGURA 12. Receptoresy ligandos KIR. Modificada de RajalingamR,
Frontiers Immunology 2016.

Cada receptor KIR presenta afinidad por diferentes ligandos HLA, lo que
complica aun mas esta interaccion (97) (Figura 12). Por si fuera poco, aquellos
KIR que no presentan afinidad por moléculas HLA pueden interactuar con otros
ligandos mas universales como los carbohidratos del glicocélix celular y el
tejido conectivo. Dentro de ellos los glucosaminoglicanos, y en particular el
heparan sulfato, presenta una estructura variable dependiendo del contexto
biologico durante su sintesis y del tipo celular, lo que le convierte en un
biopolimero de gran importancia en procesos bioldgicos fundamentales (98).
Entre los KIR que se pueden unir a heparan sulfato, se ha demostrado la

interaccion primero de KIR2DL4 (el unico KIR con motivo intracelular largo y
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capacidad activadora) (99) y posteriormente de KIR3DS1 y otros KIR que
portan el dominio proteico DO en su estructura como KIR2DL5, 2DL4, 3DL1,
3DL2 o 3DL3 (100).

Ademas, se ha observado que el nivel de expresion de HLA-C regula el
namero y funcién de las poblaciones de células NK, ampliando la biologia de

esta interaccion (101).
4.4.7 Binomio HLA-C/KIR.

Como se ha mencionado previamente en humanos el sistema HLA-
C/KIR ha sido favorecido evolutivamente en el reconocimiento de lo propio y lo

ajeno en lo que respecta a respuestas citotoxicas sin sensibilizacion previa.

La gran variabilidad en ambas partes del binomio hace que la respuesta
de la célula NK sea muy diversa entre individuos, practicamente individualizada
en funcion de la combinacion HLA-C/KIR del sujeto. Ciertas combinaciones de
HLA-C/KIR se han asociado a determinadas respuestas a infecciones
(102,103), susceptibilidad para desarrollar enfermedades autoinmunes
(104,105), supervivencia del trasplante de 6rgano sélido (106) o médula 6sea
(107) y éxito reproductivo (108).

4.4.7.1 HLA-C/KIR en la Artritis Reumatoide.

La posible implicacion del binomio HLA-C/KIR en la AR se apoya en la
presencia de receptores KIR en linfocitos CD8+, linfocitos CD4+ CD28null, y
células NK. La estimulacion celular via KIR podria ser responsable de la
expansion clonal de la poblacién CD4+ CD28null observada en pacientes con
AR (109); la presencia de estas células se ha relacionado con la presencia de
nédulos reumatoides, la aparicion de vasculitis reumatoide o dafio organico
extraarticular (110). Se ha reportado asociacion de la artritis reumatoide con
HLA-C*05 y ausencia de HLA-C*04. La presencia de vasculitis reumatoide se
ha asociado ademas a la presencia de HLA-C*03, *05 y KIR2DS2 (111,112) en
caucasicos mientras que otro estudio en poblacién brasilefia sefialo el HLA-

C*08 como factor protector de vasculitis en pacientes con AR (113).
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En un estudio extenso sobre poblacién china, el polimorfismo
rs12191877 C/T en HLA- C se asocio con menor riesgo de padecer AR (114).
En otro estudio taiwanés, la frecuencia de KIR2DS4, independientemente de su
correspondiente ligando HLA-Cw4, aparecié elevada en pacientes con AR
respecto a controles (115). En un estudio irani se identificaron como
protectores para el desarrollo de AR a los KIR2DL2, 2DL5a, 2DL5b, KIR2DS5 y
3DS1. La ausencia de KIR2DL5 en el haplotipo se asocié con un importante
aumento del riesgo de AR (OddsRatio = 16.47), mientras que un haplotipo que
contenga KIR2DL5 en ausencia de KIR2DL1 y KIR2DL3 confiere un efecto
protector para el desarrollo de AR de hasta 14 veces en esa poblacion (5). Otro
estudio realizado en poblacion caucasica del norte de Irlanda no encontré

asociacion entre KIR y AR (116).

La influencia de los genes HLA-C/KIR también se ha estudiado en
referencia a la respuesta al tratamiento. En concreto, KIR2DS4 reduciria la tasa
de respuesta a metotrexato en pacientes con AR (117). En otra publicacion se
estudio la influencia del binomio HLA-C/KIR en respuesta a farmacos anti-
TNFa; observaron que la positividad de KIR2DS2 se asociaba a peor respuesta
y era aun peor en pacientes homocigotos respecto a los grupos alélicos de
HLA-C (C1-C1 o C2-C2) (118).

5. CLINICA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE.

La AR es una enfermedad que se define clinicamente de forma tipica en
pacientes con tumefaccion y dolor articular predominantemente simétrico en
pequefias articulaciones de manos y pies, junto con rigidez matutina y
elevacion de reactantes de fase aguda como la velocidad de sedimentacion
globular (VSG) o la proteina C reactiva (PCR). En la anamnesis dirigida el
paciente puede referir sintomas generales como astenia, malestar general,
pérdida de apetito o dolores difusos durante una temporada previa al comienzo

de la inflamaciéon articular; en algunos casos existe un traumatismo o0 un
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proceso gripal o catarral que el paciente relaciona directamente con el inicio de
la enfermedad (119).

Estas manifestaciones distan mucho de ser especificas de la AR por lo
gue es importante realizar un extenso diagnostico diferencial que incluye la
artritis reactiva, la etiologia infecciosa bacteriana o viral y otras enfermedades
del tejido conectivo (Tabla 5) que, aunque mas raras, pueden presentarse de la

misma manera (120).

Como se ha mencionado previamente no hay criterios diagnésticos en la
AR; esto se debe a que existe una gran heterogeneidad en el curso clinico de
los pacientes y resultan mas adecuados los criterios de clasificacion, que
homogenizan una poblacién con ciertas caracteristicas comunes. De hecho, no
es infrecuente no poder clasificar a los pacientes en el momento de la
presentacion de la enfermedad y es necesario esperar su evoluciéon natural
antes de afirmar categoricamente que el paciente padece una AR. En cualquier
caso, con los criterios ACR 2010 es posible clasificar y por tanto tratar a la

mayoria de los pacientes graves de forma precoz.

Ademés de las manifestaciones tipicas de las que se puede inferir que la
AR es una enfermedad articular, inflamatoria y sistémica, en la AR también
aparecen manifestaciones extraarticulares y comorbilidades asociadas que

contribuyen a la heterogeneidad clinica entre pacientes.

32



Introduccién

Tabla 5. CLINICA DISCRIMINATORIA EN PACIENTES CON POLIARTRITIS Y FIEBRE

SINTOMA O SIGNO
Fiebre > 40° C

Fiebre previa a la artritis

Artritis migratoria

Derrame desproporcionado al dolor

Dolor desproporcionado al derrame

Factor Reumatoide positivo

Rigidez matutina

Sinovitis simétrica pequefias articulaciones

Leucocitosis (>15000/mm?)

Leucopenia

Recidivas episddicas

DIAGNOSTICOS POSIBLES

Enfermedad de Still
Artritis bacteriana
Lupus eritematoso sistémico

Artritis viral
Enfermedad de Lyme
Enfermedad de Still
Endocarditis bacteriana

Fiebre reumatica
Gonococemia
Meningococemia

Artritis viral

Lupus eritematoso sistémico
Leucemia aguda
Enfermedad de Whipple

Artritis tuberculosa

Endocarditis bacteriana
Enfermedad inflamatoria intestinal
Arteritis de células gigantes
Enfermedad de Lyme

Fiebre reumitica

Fiebre mediterranea familiar

Leucemia aguda

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Artritis reumatoide

Artritis viral

Artritis tuberculosa
Endocarditis bacteriana
Lupus eritematoso sistémico
Sarcoidosis

Vasculitis sistémica

Artritis reumatoide

Polimialgia reumatica
Enfermedad de Still

Algunas artritis virales y reactivas

Artritis reumatoide

Lupus eritematoso sistémico
Artritis viral

Artritis bacteriana

Endocarditis bacteriana
Enfermedad de Still
Vasculitis sistémica
Leucemia aguda

Lupus eritematoso sistémico
Artritis viral

Enfermedad de Lyme

Artritis inducida por cristales
Enfermedad inflamatoria intestinal
Enfermedad de Whipple

Fiebre mediterranea

Sindromes autoinflamatorios
Enfermedad de Still

Lupus eritematoso sistémico

Modificado de Pinals RS: Polyarthritis and fever. N Engl J Med 330:769. 1994.
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5.1 MANIFESTACIONES ARTICULARES.

La AR es una enfermedad sistémica cuya repercusion fundamental se
produce a nivel articular, con deformidades tipicas que son producto de la
destruccion cartilaginosa y erosion 6sea. La presentacion clinica es variable y

se acompafa también de manifestaciones extraarticulares.
5.1.1. Formas de Presentacion.

Los pacientes con AR se presentan habitualmente con un cuadro de
afectacion sistémica o articular de comienzo insidioso durante varias semanas,
en el 55 al 65% de los pacientes (119). Tipicamente se produce dolor y signos
inflamatorios en varias articulaciones, localizado en mufiecas, dedos de las
manos (respetando articulaciones interfalangicas distales), pies y rodillas con
tendencia a la afectacion simétrica (121). Es raro que un grupo articular mejore

mientras progresa en otra localizacién articular.

La presentacion articular anica (monoartritis) es relativamente frecuente
y puede permanecer durante meses 0 afos, tipicamente en rodilla y mas
raramente en articulaciones de una sola extremidad o en grandes

articulaciones proximales de forma asimétrica.

La afectacion periarticular en forma de tenosinovitis o bursitis es otra
posibilidad clinica al debut, con afectacion predilecta de vainas tendinosas
palmares en mufieca y dedos que puede persistir meses 0 afios antes del

desarrollo de una artritis franca.

Algunos pacientes presentan Unicamente rigidez matutina mantenida
durante algunos meses sin que se objetive inflamacion clinica o por pruebas de
imagen y también es posible que la Unica manifestacién inicial esté relacionada
con un atrapamiento del nervio mediano en probable relacion con una teno-

sinovitis del retinaculo flexor clinicamente silente.

En entre el 8 y el 15% de los pacientes el comienzo de la AR es agudo,

alcanzando una expresion clinica completa en pocos dias. Este inicio tan
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brusco en ocasiones acompafiado de fiebre obliga a un diagnéstico diferencial

mas extenso, sobre todo con sepsis o vasculitis.

Un 15-20% de los pacientes pueden tener un patron de inicio intermedio,

con desarrollo en pocas semanas.

La forma palindromica es otra posibilidad de inicio; consiste en brotes
de dolor, hinchazoén y enrojecimiento de articulaciones y tejidos periarticulares
de corta duracién (desde horas a una semana), con periodos asintomaticos
entre crisis. Entre el 30 y el 50% de los pacientes con esta presentacion
terminan desarrollando una AR establecida, siendo mas frecuente en aquellas
pacientes mujeres con FR y/o ACPA positivos que presentan afectacion de

carpos o interfalangicas (122).

Una presentacion particular pero caracteristica es la denominada artritis
robusta que ocurre en pacientes generalmente varones joévenes trabajadores
fisicos y complexion atlética. Se presenta con gran tumefaccion articular poco

dolorosa o limitante y grandes nédulos subcutaneos (123).

Algunos pacientes pueden presentar alguna manifestacién extraarticular
como ndédulos reumatoides, vasculitis, adenopatias periféricas o edema
periarticular (124) como primera manifestacion previa al desarrollo de la clinica

articular.

La AR de inicio tardio (en mayores de 60 afios) tiene algunas
particularidades: ocurre en ambos sexos, tiene predileccion por las
articulaciones grandes de cinturas escapular y pelviana, un inicio mas agudo y
su clinica se superpone en ocasiones a la de la polimialgia reuméatica, siendo

indistinguible en ocasiones (125).

En mayores de 70 afos casi todas las AR debutan con el tipo RS3PE
(acrénimo de: remitting seronegative simmetrical sinovitis with pitting edema),
en la que hay una sinovitis simétrica que afecta carpos, MCF, IFP, hombros y la
presencia de un marcado edema en manos y ocasionalmente en pies. Esta
forma de presentacidén no es exclusiva de la AR y puede asociar una neoplasia
oculta (126).
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5.1.2. Curso clinico y complicaciones articulares.

La fase establecida de la AR la marca la presencia de tejido sinovial
hipertréfico y la destruccién articular secundaria. La sinovitis se manifiesta con
dolor, tumefaccién y disminucion de la movilidad. La tumefaccion se produce
por engrosamiento capsulo sinovial con edema y compresion por la presencia
de liquido intraarticular, lo que limita el movimiento. La rigidez articular tras el
reposo es tipicamente mayor de 30 minutos, se debe a la redistribucion del
edema capsulo sinovial durante el reposo y mejora con la movilizacion. Existe
cierta relacion entre la funcién y la sinovitis, se ha observado que la AR no se
desarrolla o es mucho mas leve en miembros previamente paréticos (127). La
sinovial reumatoide es destructiva y su presencia se asocia a dafio en tejido
circundante ya sea hueso, cartilago o tenddn, lo que determina finalmente la
disfuncion, limitacion y deformidades tipicas de la enfermedad. Las
complicaciones dependeran especificamente de la articulacién o grupo articular
afectado (128).

5.1.2.1. Columna cervical.

La columna cervical se afecta con frecuencia durante el curso de la
enfermedad reumatoide, hasta en el 80% de los pacientes aunque no es
habitual al inicio de la enfermedad (48). Puede aparecer degeneracion
osteocondral con inestabilidad secundaria y problemas neuroldgicos
radiculares o compresion medular, posiblemente por extension desde las
articulaciones de Luschka o interapofisarias que poseen tejido sinovial. La
afectacién radioldgica de la articulacion atlo-axoidea afecta hasta el 61% de los
pacientes con AR evolucionada (129), con subluxacion anterior 0 menos
frecuentemente posterior o superior; los pacientes refieren dolor en occipucio y
los sintomas neurolégicos pueden llegar a ser graves en relacion con
fendmenos compresivos medulares o de las arterias vertebrales. Cuando
aparecen sintomas mielopaticos cervicales suelen ser progresivos y aumentan

la mortalidad de los pacientes (130).
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5.1.2.2. Columna subcervical.

La afectacién espinal subcervical es rara en la AR aunque pueden
aparecer quistes sinoviales interapofisarios que compriman el espacio epidural
0 recesos laterales asi como degeneracion osteocondral o inestabilidad

segmentaria (131).
5.1.2.3. Articulacién temporo-mandibular.

La afectacion clinica de la articulacion temporo-mandibular (ATM) afecta
a la mayoria de los pacientes con AR durante el curso de la enfermedad, y
hasta el 90% de ellos tienen alteraciones estructurales en exploraciones
radioldgicas. (132,133). Pueden producirse fendmenos de maloclusion y artritis

agudas que precisen infiltracion.
5.1.2.4. Articulaciones cricoaritenoideas.

En pacientes con AR se detectan anomalias laringeas en méas de la
mitad de las autopsias, el 54% de las tomografias computerizadas (TC) y el
32% de las laringoscopias indirectas (134). La sinovitis cricoaritenoidea puede
provocar, ademas de dolor laringeo, una inmovilizacion de las cuerdas vocales
en aduccion con estridor inspiratorio y en ocasiones también clinica derivada

de la aspiracion de contenido faringeo.
5.1.2.5. Articulaciones esternoclaviculares y manubrio esternal.

Con frecuencia suelen estar afectadas ya que poseen tejido sinovial,
aungue no suelen ser sintomaticas; en ocasiones se plantea diagnéstico

diferencial con cuadros infecciosos superpuestos si la clinica es muy florida.
5.1.2.6. Hombro.

En el hombro se produce afectacion de la sinovial glenohumeral,
acromio-clavicular y bursas, con frecuentes lesiones en el manguito de los
rotadores con frecuencia atribuible a una distension y proliferacion sinovial de
la vaina del tendén largo del biceps en troquiter humeral. El tejido sinovial
proliferativo en bursa subdeltoidea puede explicar la resorcién de tercio distal

de clavicula observada en algunos pacientes.
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5.1.2.7. Codo.

La afectacion del codo en la AR es frecuente, aunque no suele producir
intenso dolor ni disfuncién, uno de los primeros signos de dafio articular es la

pérdida de la extension completa. Afecta entre el 20 y el 65% de los casos.
4.1.2.8. Manos.

La mufieca es la articulacion que se afecta con mas frecuencia en la AR.
En su historia natural la sinovitis va a debilitar el soporte ligamentoso de la
articulacion radio-cubital distal. El ligamento escafolunar también es propenso a
la ruptura, produciendo una flexion del escafoides y una posicién supinada de
la mano con colapso de la columna radial de huesos carpales. La elongacion
relativa de cubito distal favorece su luxacion dorsal, erosion e impactacion en
carpo con anquilosis; el carpo tiende finalmente a alinearse con la superficie
radial produciendo una desviacion radial de metacarpos. La articulacion puede

subluxarse también en sentido anterior dificultando la flexién dorsal.

Quizéas la deformidad mas tipica de la AR se produce en articulaciones
metacarpofalangicas (MCF), con una subluxacién palmar y la desviacién en
rafaga cubital de todos los dedos. La desviacion radial de metacarpos junto a
la inestabilidad ligamentosa hace que la tension tendinosa en flexion arrastre
los dedos en sentido cubital. Esta deformidad limita la extension de los dedos,

dificulta el agarre fuerte y la ejecucion de la pinza.

Las roturas tendinosas en la AR son relativamente frecuentes por dos
motivos. Primero por roce sobre superficies 6seas deformadas (ej: flexor propio
del mefiique sobre epifisis cubital), y segundo por invasién sinovial con
destruccién tendinosa. Las rupturas tendinosas del aparato extensor se pueden
corregir uniendo el trozo de tendén sano a otro no afectado con una funcién
similar (transferencia). El Reumatdlogo debe estar atento a estas rupturas
tendinosas porque indican mal control de la enfermedad, pueden aparecer
nuevas roturas; la reparaciéon es mas sencilla y tiene mayor probabilidad de
éxito en fases iniciales. La incapacidad para extender los dedos puede deberse
también a luxacion del tenddn extensor entre las cabezas de los metacarpianos

pasando a tener una funcion flexora al estar por debajo de su eje. En caso de
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luxacién palmar de la articulaciéon la extension de dedos también sera
imposible. Otra situacion poco frecuente que puede limitar la extension de los

dedos es la compresion del nervio inter6seo posterior a nivel del codo.

FIGURA 13: Mano reumatoide clasica, nodular.

Las deformidades en los dedos son frecuentes; la deformidad en cuello
de cisne es consecuencia de una hiperextension de la articulacién
interfalangica proximal (IFP) con flexién de la interfalangica distal (IFD). Puede
deberse a patologia en MCF, IFP o IFD y el tratamiento debe ir dirigido a tratar
la causa. Esta deformidad es limitante al incapacitar la flexién del dedo y cierre

del puiio.

La deformidad en boutonniere es mas sencilla porque se origina siempre
en la articulacion IFP. Se produce una flexion del dedo con imposibilidad para
extenderlo. Esto produce un defecto estético fundamentalmente y su
reparacion presenta el riesgo de producir una artrodesis en extensién que sera

menos funcional.

Las deformidades del pulgar se pueden clasificar también en
deformidades en cuello de cisne (MCF extendida e interfalangica [IF] en flexion)

y deformidades en boutonniere (MC en flexion y IF en hiperextension) (135).
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5.1.2.9. Cadera.

No es frecuente su afectacion inicial pero casi la mitad de los pacientes
con AR establecida presentan signos radiol6gicos de afectacién de la cadera.
Si la cabeza femoral colapsa y el acetdbulo remodela ocurre una protrusion
significativa en aproximadamente el 5% de los pacientes. Clinicamente se

produce dolor inguinal y pérdida de rotacion interna de la cadera afecta.
5.1.2.10 Rodillas.

La afectacién de rodilla es muy frecuente en el curso de la AR.
Tipicamente se produce una atrofia cuadricipital precoz y pérdida de la
extension completa, la rodilla adquiere una posicion en semiflexion para
acomodar el derrame articular. En ocasiones esta pérdida de extension
completa se hace fija y puede obligar a medidas correctoras. La excesiva
presion del liquido sinovial con frecuencia se traduce en herniacion sinovial
poplitea o quiste de Baker con el consiguiente dolor en hueco popliteo con la
extension de la rodilla y posibles complicaciones como compresion venosa y
edema distal. La rotura de un quiste de Baker produce un vertido de liquido
sinovial inflamatorio en tejido intersticial con reaccion inflamatoria distal muy

similar al que se observa en una tromboflebitis aguda.
5.1.2.11. Tobillo y pie.

En la AR la mayoria de pacientes van a referir molestias en esta
localizacion a lo largo de su historia natural(136). La afectacion de tobillo no es
frecuente al inicio ni en formas leves de AR. La articulacion subastragalina, sin
embargo, se afecta con mayor frecuencia y dificulta a los pacientes para
caminar por superficies irregulares. La afectacion del pie en la AR es
predominantemente distal, afectando con frecuencia articulaciones
metatarsofalangicas (MTF) e IFP. Los ligamentos intermetatarsianos se
distienden ensanchando el antepie y se produce una migracion anterior del
tejido fibroadiposo, subluxacién dorsal de los dedos con acortamiento de los
tendones flexores y exposicion de las cabezas de los metacarpianos a la region
plantar subcutanea de presion. El dedo gordo se deforma en valgo y comprime

al segundo y tercer dedo. En este contexto se puede producir un hallux rigidus
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con anquilosis de la interfalangica del primer dedo que puede ser muy
dolorosa. También hay que considerar la existencia de un tunel tarsiano en el

diagnéstico diferencial del pie reumatoide doloroso (137).

5.2 MANIFESTACIONES EXTRAARTICULARES.

Las manifestaciones extraarticulares en la AR son consecuencia del
proceso inflamatorio sistémico o de reacciones inmunoldgicas localizadas en
organos concretos. Es importante recordar que su frecuencia varia a lo largo de

la evolucion de la enfermedad y se asocian con una mayor mortalidad (138).

Asi, al debut de la enfermedad es mas frecuente encontrar
linfadenopatias, esplenomegalia, pleuro-pericarditis o una compresion del
nervio mediano; son manifestaciones tardias la osteoporosis, la amiloidosis

renal o el sindrome seco establecido (139).
5.2.1. Manifestaciones sistémicas.

La fatiga es muy frecuente en la AR y se relaciona con el nivel de
actividad y extension de la artritis. Puede haber febricula, anorexia y pérdida de
peso; la debilidad y atrofia muscular generalizada aparece en casos de larga

evolucién y con mal control de la enfermedad.
5.2.2. Manifestaciones cutaneas.

El hallazgo mas caracteristico y frecuente (entre el 20 y el 30% de los
pacientes) es el nédulo reumatoide; se define como una formacioén subcutanea
redondeada, firme y habitualmente indolora de entre 0.5 y 3 cm y que
histologicamente presenta una zona central necrética fibrinoide, una zona
intermedia con histiocitos en empalizada y una externa mal delimitada con gran
infiltracion fibrovascular y de células redondas (140); habitualmente aparecen
en superficie extensora articular o zonas de presion. El eritema palmar y el
adelgazamiento cutaneo periarticular también son frecuentes, ademas de
trastornos locales como callosidades por hiperpresion que pueden ulcerarse e

infectarse. La AR esta considerada una causa de Raynaud secundario, ocurre
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en aproximadamente el 10% de los pacientes (141). Otras manifestaciones son
la xerosis en el marco de un Sd. Sjogren secundario y menos frecuentemente

dermatosis neutrofilicas como el Sd. de Sweet o el pioderma gangrenoso.
5.3.3. Manifestaciones oftalmoldgicas.

La manifestacion mas frecuente es el sindrome seco, como parte de un
sindrome de Sjogren secundario. La escleritis y epiescleritis ocurren en menos
del 1% de los pacientes, pero son particularmente graves cuando aparecen, al
asociarse a perforacién ocular si no se tratan de forma intensa. La vasculitis

retiniana también se ha descrito, aunque es muy poco frecuente.
5.3.4. Vasculitis.

La vasculitis reumatoide afecta fundamentalmente a vasos pequefios y
se manifiesta de forma variable como infartos periungueales, Ulceras cutaneas,
exantema cutaneo, gangrena, purpura palpable, neuropatia sensitivo motora,
sintomas sistémicos o arteritis de érgano interno. La vasculitis sistémica es rara
y la vasculitis necrotizante se asocia a un aumento significativo de mortalidad

(142), aunque su incidencia haya disminuido en los ultimos afios (143).
5.3.5. Manifestaciones Oseas.

Los pacientes con AR tienen un riesgo aumentado de fractura atribuible
al uso de glucocorticoides (144), con una disminucion difusa de masa 0sea de
forma temprana atribuible a la actividad inflamatoria (145). Esta pérdida difusa
de masa Osea se asocia con una alta incidencia de fractura de huesos largos
en la AR, en particular del peroné. La presencia de erosiones puede
predisponer también a la fractura de los huesos afectos por estrés,

generalmente metatarsianos o falanges de los pies.
5.3.6. Manifestaciones musculares.

La debilidad muscular es comun en la AR, en parte por desuso pero
también se han descrito distintos tipos de miositis asociadas a la AR: una
atrofia de fibras de tipo Il, una neuromiopatia periférica asociada a mononeuritis

multiple, una miopatia esteroidea, miositis activa con necrosis muscular y focos
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de infiltrado mononuclear en endomisio y una miopatia crénica parecida a un

proceso distrofico en fases avanzadas (146).
5.3.7. Infeccion y cancer.

Los pacientes con AR tienen un riesgo ligeramente aumentado de
infecciones cuando son de edad avanzada, con manifestaciones
extraarticulares de AR, leucopénicos y aquellos con comorbilidades como
neumopatia cronica, alcoholismo, diabetes mellitus y aquellos que usan

glucocorticoides (147).

Los pacientes con AR tienen un riesgo entre dos y tres veces superior a
la poblacion normal de desarrollar una enfermedad de Hodgkin, linfoma no
Hodgkin y leucemia, independientemente del tratamiento inmunosupresor.
También hay un ligero aumento del riesgo para cancer de pulmén y una

disminucién del riesgo para padecer cancer colorectal y de mama (148).
5.3.8. Trastornos hematolégicos.

La mayoria de los pacientes con AR tiene una anemia normocitica e
hipocroma en relacién con la actividad de la enfermedad por lo que mejora con
el control de la enfermedad, aunque algunos precisaran ferroterapia. La aplasia
de la serie roja es rara en la AR. La presencia de eosinofilia y trombocitosis se

relacionan también con una mayor actividad inflamatoria.

Un subgrupo de pacientes con AR tiene un aumento del nimero de
linfocitos granulares grandes en sangre periférica, médula ésea e higado que
pueden llegar a suponer el 90% de los neutrofilos de sangre periférica
(leucemia de linfocitos granulares grandes). Frecuentemente esta observacion
se acompafia de un recuento bajo de neutréfilos y esplenomegalia, o que
definiria al sindrome de Felty, una manifestacion extraarticular clasica y rara de
la AR. Ambas entidades estan asociadas a la presencia de HLA-DR4 y se

piensa que conforman variantes de un mismo sindrome (149).

La aparicion de una para-proteina por gammapatia monoclonal es de
mal prondstico en pacientes con AR porque conlleva una alta frecuencia de

transformacion maligna a linfoma o mieloma (150).
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5.3.9. Manifestaciones renales.

Los pacientes con AR tienen con frecuencia disfuncion renal sobre todo
en relacion con la enfermedad cardiovascular (151). El tratamiento con sales de
oro, D-penicilamina se asocian a nefropatia membranosa. La amiloidosis es
una complicacion rara y tardia, sobre todo asociada a la enfermedad de Still del

adulto.
5.3.10. Manifestaciones pulmonares.

La afectacion pulmonar en la AR es importante ya que en ocasiones esta
presente desde el debut y es responsable de entre el 10 y el 20% de la

mortalidad en estos pacientes.

Al menos existen seis formas de afectacion pulmonar en la AR; la
pleuritis es un hallazgo frecuente en biopsias y afecta aproximadamente al 20%
de los pacientes al debut, aunque el dolor pleuritico no suele ser muy
importante. El liquido pleural es exudativo con baja concentracion de glucosa y

en ocasiones puede complicarse con neumotdrax o empiema.

El intersticio pulmonar puede afectarse y la enfermedad intersticial
pulmonar es responsable de la mayoria de la mortalidad; los patrones mas
frecuentemente observados son la neumonia intersticial usual y la neumonia
intersticial no especifica. Tienen mas riesgo de desarrollarla pacientes
fumadores de edad avanzada, con FR a titulos altos o ACPA positivo, historia

familiar de AR y sexo masculino en algunos estudios.

La afectacion de la via aérea es frecuente, ocurre entre el 39 y 60% de
los pacientes, las mas frecuentes son las bronquiectasias, bronquiolitis,

hiperreactividad bronquial y la ya mencionada artritis cricoaritenoidea.

La enfermedad nodular pulmonar acontece cuando aparecen nédulos
reumatoides en parénquima pulmonar. Pueden aparecer de forma aislada o en
grupos coalescentes. En pacientes con AR y neumoconiosis puede ocurrir una
violenta reaccion fibrética granulomatosa obliterante denominada sindrome de

Caplan.
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La hipertension arterial pulmonar es rara en la AR y aunque puede
aparecer arteritis o venulitis en casos de vasculitis, el pulmon no se afecta con

frecuencia por este motivo (152).
5.3.11. Manifestaciones cardiacas.

La afectacion pericardica es frecuente en la AR, aunque rara vez se
diagnostica, estad presente en aproximadamente un tercio de los pacientes;

sobre todo en pacientes con FR positivo y enfermedad nodular.

La afectacion valvular también es frecuente, sobre todo calcificaciones y

nédulos en valvulas adrtica y mitral (153).

La afectacion granulomatosa del parénquima miocardico y arterias
cardiacas pueden producir miocarditis, defectos de conduccién, aortitis o

arteritis coronaria.

Estos cambios junto a un mayor indice aterogénico observado en
pacientes con AR activa, hipertension arterial (més frecuente en pacientes con
AR), resistencia insulinica, tabaco y un bajo indice de masa 6sea justifican el

aumento de riesgo cardiovascular observado en pacientes con AR (154).
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TABLA 6. MANIFESTACIONES EXTRAARTICULARES EN ARTRITIS REUMATOIDE
ORGANO AFECTO MANIFESTACION EXTRAARTICULAR

Manifestaciones generales Fatiga, febricula, anorexia, pérdida de peso, debilidad,
atrofia muscular generalizada.

Piel Noédulos reumatoides, fendmeno Raynaud, eritema palmar,
petequias, purpura, Ulceras, gangrena, xerosis, dermatosis
neutrofilica.

Ojo Queratoconjuntivitis seca, escleritis, epiescleritis.

Musculoesquelético Osteoporosis/fragilidad 6sea, rotura tendinosay

ligamentosa, debilidad muscular periarticular, miopatia.

Hematopoyesis Anemia nhormocitica, eosinofilia, trombaocitosis, linfocitos
granulares grandes/sindrome de Felty (esplenomegalia,
neutropenia).

Rifidn Amiloidosis. Nefropatiamembranosa iatrégena. Vasculitis
renal.
Pleuropulmonar Bronquiolitis obliterante, nodulosis pulmonar, neumonia

intersticial usual, neumonia intersticial no especifica,
pleuritis, empiema, neumotdrax.

Cardiovascular Vasculitis, arterioesclerosis, pericarditis, valvulopatia adrtica
y mitral, granulomatosis miocardica y vascular, arritmias.

6. MEDIDAS EN LA ARTRITIS REUMATOIDE.

No existe una manera unica de medir cuantitativamente el estado clinico
de los pacientes con AR, sino que se han venido utlizando diversas
herramientas tanto en clinica como en investigacion; valores de laboratorio,
indices radiolégicos, recuentos articulares, capacidad funcional, medidas
globales y cuestionarios administrados al paciente. Estas herramientas pueden
medir actividad clinica, dafio articular, discapacidad a largo plazo o
combinaciones de los anteriores. Algunas medidas como el dolor o la
tumefaccion articular pueden mejorar con el tiempo y son adecuadas para
valorar respuesta a tratamiento a corto plazo en ensayos clinicos, mientras que
los indices radiolégicos muestran cambios irreversibles y pueden ser utiles en
estudios prospectivos para valorar variaciones a medio o largo plazo en la
progresion de la enfermedad(155). (Tabla 7).
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TABLA 7. MEDIDAS EN ARTRITIS REUMATOIDE

Actividad Recuento articular (tumefaccidony dolor), reactantes de fase aguda,
datos de resonancia magnéticay ecografia (sinovitis, derrame,
edema,...)

Actividad + dafo Recuento articular (dolor y limitacién al movimiento), HAQy
cuestionarios derivados, escalas de dolor, valoracion del médico,
valoracion del paciente, clase funcional, manifestaciones
extraarticulares, comorbilidades.

Dafio Deformidad articular, indices radiolégicos (erosiones y pinzamiento
articular).
Desenlace Cirugia articular, prétesis, discapacidad funcional, discapacidad

laboral, muerte prematura, coste por paciente.

HAQ: Health Asessment Questionarie.

Una medida de actividad y dafio utilizada ampliamente en ensayos
clinicos es el ACR core data set, que incluye el recuento de articulaciones
inflamadas, dolorosas, valoracion del médico, VSG o PCR, estado funcional,
dolor y valoracion del paciente de su estado global, en funcién de la magnitud
de cambio, se clasifican en respuesta ACR 20, 50, 70 y 90. En ensayos de un
afo de duracion o mas se afiade el dafio radiografico. (156). En practica clinica
el mas utilizado es de disease activity score (DAS) que prescinde de la
valoracion del médico, estado funcional y dolor; resulta mas rapido y practico
de utilizar en consulta y también se utiliza en ensayos clinicos, el méas utilizado
es el que hace recuento articular en 28 articulaciones, o DAS28 (157). Otros
indices de uso comun son el simplified disease activity index (SDAI) y el clinical
disease activity index (CDAI), que junto al indice de Boolean se utilizan para
definir remisién (158). Ver tabla 8.
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TABLA 8. INDICES COMPUESTOS CON RECUENTO ARTICULARY CORRELACION CON
ACTIVIDAD DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

PUNTOS DE CORTE
INDICE COMPONENTES REMISION BAIA MODERADA ALTA
ACTIVIDAD  ACTIVIDAD ACTIVIDAD

N¢ articulaciones dolorosas (0-28)

DAS 28 (VSG Ne articulaciones inflamadas (0-28) <26 26-32 3251 >51
o PCR) VSG (mm/h) o PCR(mg/dL) ’ s 167 .
Valoracion global paciente
N¢ articulaciones dolorosas (0-28)
N2 articulaciones inflamadas (0-28)

SDAI Valoracién global paciente <3,3 3,3-11 11-26 >26
Valoracion médico
PCR (mg/dL)

N¢ articulaciones dolorosas (0-28)

N¢ articulaciones inflamadas (0-28)
CDAI Valoracion global paciente <2,8 2,8-10 10-22 >22
Valoracion médico
SDAI
oAl SDAI <3,3
REMISION Indice Boolean: N2 articulaciones CDAI <3,3
ACR-EULAR dolorosas (0-28), N2 articulaciones Boolean:
inflamadas (0-28), valoracion global
(0-28) ¢ todos 0 o 1.

paciente, PCR(mg/dL)

DAS 28: Dissease activity Index (28 articulaciones), VSG: Velocidad de sedimentacidn globular. PCR: Proteina C Reactiva, SDAI:
Simplified disease activity index. CDAIS: Clinical disease activity index.

El dafio radioldgico en la AR se relaciona con la discapacidad y existe un
gran interés en obijetivar ese dafio y su evolucion en el tiempo para su uso en
ensayos clinicos e investigacion. Se han desarrollado métodos de lectura
estandarizados para tal fin. Inicialmente se utilizaba el score global de
Steinbroker (159) pero no era lo suficientemente preciso para detectar cambios
en el tiempo. Los dos métodos mas ampliamente utilizados son el de Sharp
gue puntua de forma separada las erosiones y el pinzamiento del espacio
articular; y el de Larsen, que puntla cada articulacion por separado (160).
Posteriormente han ido surgiendo modificaciones sucesivas con el fin de
simplificar la lectura radiografica(161). Los aspectos fundamentales de la
evaluacion radioldgica son las erosiones y el pinzamiento del espacio articular;
este ultimo correlaciona mejor con la discapacidad funcional de los pacientes.
En el afio 2003 se describi6 un método de evaluacion por resonancia
magnética de los pacientes que incluye valoracién de sinovitis y tejidos
periarticulares (162) y existen secuencias de resonancia especificas para
valorar el dafio en cartilago y el grado de pinzamiento para uso en
investigaciéon. También disponemos de la ecografia para valorar la AR,
podemos observar la sinovial, el contenido articular, las vainas tendinosas y la

superficie 6sea por lo que podriamos valorar tanto actividad (derrame, sinovial,
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edema) como el dafio (erosiones). En los dltimos afios se han desarrollado

scores radiologicos de actividad mediante ecografia (163).

La discapacidad se refiere al estado funcional del paciente para realizar
tareas cotidianas y se mide de forma universal mediante el Health Assesment
Questionarie-Disability Index (HAQ), un cuestionario autoaplicado de 20
preguntas sobre capacidad funcional en ocho areas diferentes con puntuacion
de 0 a 3 en funcién de las dificultades para realizarlas, junto con una escala
analoga visual (VAS) para valorar el dolor y una valoracion de la situacion
global; este cuestionario se puede completar en 5 minutos (164). EI HAQ
modificado (MHAQ) se desarroll6 para simplificar el sistema de puntuacion
(165) y el HAQ multidimensional (MDHAQ) se desarroll6 incluyendo seis
preguntas mas para detectar dificultades en la vida diaria, valoracion de la
fatiga, minutos de rigidez matutina y cambios en el estado general con la
ventaja de ser rapido de puntuar. EI HAQ clinico (CLINHAQ) tiene 4 paginas e
incluye las preguntas del HAQ, escalas de ansiedad y depresion, un diagrama
de dolor, escala de fatiga y otras escalas y se ha utilizado ampliamente en
investigacién. Otro indice ampliamente utilizado es el Arthritis Impact
Measurement Scales (AIMS) aunque no es tan facil de autocumplimentar como
el HAQ. El cuestionario Short Form 36 (SF36) es un cuestionario genérico no
especifico de la AR que permite hacer comparaciones con otras enfermedades

en el contexto de la investigacion clinica (155).

El cuestionario Routine Assessment of Patient Index Data 3 (RAPID3)
(166) incluye los datos del HAQ, la percepcion de dolor y la valoracion global
de la enfermedad por parte del paciente, lo que lo convierte en una buena
herramienta para el control del paciente tanto en la practica clinica como en
investigacioén, con la ventaja de que ofrece un indice muy rapido de calcular y
correlaciona bien con otros indices de actividad como el Disease Activity Index
28 (DAS 28) y el Clinical Disease Activity Index (CDAI) (167,168), sin
necesidad de realizar recuentos articulares por parte del médico. En funcién de
los resultados de estos cuestionarios se puede estratificar a los pacientes por

gravedad.
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7. TRATAMIENTO DE LA ARTRITIS REUMATOIDE.

El objetivo fundamental del tratamiento de la AR es frenar la inflamacion,
como motor del dafio articular, extraarticular, discapacidad y aumento de

mortalidad.

Ya se han discutido previamente los aspectos histéricos respecto al
tratamiento, actualmente el concepto que mejor define la actitud terapéutica
seria el conocido como ‘“treat to target” o, en castellano, “tratar hasta consegquir
el objetivo” (169). Esta estrategia ha tenido gran calado en la reumatologia
porque expresa de forma clara la filosofia del tratamiento, independientemente
del arsenal farmacolégico de que disponga el reumatélogo. Utilizando los
farmacos disponibles, perseguir un objetivo de remision de manera precoz en
la AR siempre sera beneficioso para el paciente. De hecho, aquellos pacientes
gue consiguen el objetivo de remision al 80% en 3 meses tienen mas
posibilidades de conseguir el objetivo completo a los 6 meses (170). En
aguellos pacientes que no consiguen el objetivo se recomienda intensificar o
replantear el tratamiento, siempre teniendo en cuenta los factores intrinsecos

del paciente y los riesgos de la medicacion.

Otro hecho interesante es la evidencia de que los pacientes controlados
de manera precoz al inicio de la enfermedad van a presentar una mejor
evolucion clinica y funcional que aquellos que son tratados con una
enfermedad ya establecida, con mayor probabilidad de remision sostenida sin
medicacion; es lo que ha venido a denominarse “ventana de oportunidad” en el
tratamiento de la AR (171).

El objetivo del tratamiento es que el paciente entre en baja actividad de
la enfermedad o remision, que se define en funcion de la puntuacion de los

indices de actividad que se han discutido previamente.

Los farmacos antireumaticos modificadores de la enfermedad (FAME) en
la artritis reumatoide son farmacos que acttan sobre la inflamacion y deben ser
capaces por definicibn de modificar la progresién y dafio estructural de la
enfermedad.
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Los antiinflamatorios no esteoideos no se consideran FAME porque,
aungue reducen el dolor y la rigidez articular, no modifican la historia natural de
la AR.

Los glucocorticoides producen una mejoria franca y rapida de los
sintomas y aungue su uso se asocia a multiples efectos adversos a largo plazo,
podria considerarse que dosis bajas de corticoide de forma crénica son utiles y
se podrian considerar un FAME (172).

Existen fundamentalmente dos tipos de FAME (Tabla 9), los sintéticos
(FAMESs) y los biolégicos (FAMED). La diferencia entre ellos estriba en el
método de fabricacion y la estructura molecular. Mientras los FAMEs son
compuestos quimicos pequefios de sintesis en laboratorio, los biolégicos son
estructuras proteicas grandes (mayormente constructos de inmunoglobulinas)

gue precisan del uso de organismos biolégicos para su produccién.

7.1  FARMACOS ANTIREUMATICOS MODIFICADORES DE LA
ENFERMEDAD SINTETICOS.

Dentro de los FAMEs (Tabla 9) podriamos diferenciar los convencionales
(FAMEsc), cuyo mecanismo de actuacién no se conoce completamente, y los
dirigidos (FAMEsd) que van a bloquear sefiales concretas de transmision
intracelular de la inflamacion (inhibidores de la Jannus Kinasa). El FAMEsc por
excelencia y el mas ampliamente utilizado es el metotrexato por su buen perfil
de eficacia, seguridad, efectos secundarios y su sinergia en combinacién con
FAMEb. Otros FAMEs son la sulfasalazina, leflunomida y antimalaricos
(hidroxicloroquina, cloroquina). La combinacion de varios FAMEs clasicos
puede ser eficaz y una opcidn en determinados pacientes con AR establecida,
aungue actualmente no se contempla en las recomendaciones ACR de 2015

para el tratamiento de la AR de inicio (173).

Los FAMEsd actuan blogueando jannus kinasa (JAK), una enzima clave
en la amplificacibn de la sefal inflamatoria a nivel intracelular (tofacitinib,
baricitinib, upadacitinib, filgotinib...); actualmente tienen indicacion en pacientes
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con respuesta inadecuada a metotrexato y presentan eficacia y precio similar a

los FAMED.

TABLA 9. FARMACOS MODIFICADORES DE LA ENFERMEDAD (FAME) EN ARTRITIS

REUMATOIDE

FARMACO

MOLECULA

FAME sintéticos convencionales

Metotrexato

Leflunomida

Sulfasalazina

Hidroxicloroquina

Sintética pequenia

Sintética pequefia

Sintética pequenia

Sintética pequefia

FAME sintéticos dirigidos

Tofacitinib

Baricitinib

FAME bioldgicos

Sintética pequefia

Sintética pequefia

DOSIS

25 mg semanales

20 mg diarios

3 gramos diarios

400 mg diarios

5mg cada 12 h.

2 0 4 mg diarios

Anti TNFar*
Etanercept Proteina fusion 50 mg semanales
Infliximab Anticuerpo quimérico ST
semanas.
Adalimumab Anticuerpo humano 40 mg/14 dias
recombinante
Golimumab Anticuerpo humano 50 mg al mes

Fragmento anticuerpo
humanizado

Certolizumab 200 mg cada 14 dias

Anti célulaB

Rituximab Anticuerpo quimérico 1g cada 6 meses

Inhibidores co-estimulacion de célula T
Abatacept Proteina de fusion 125 mg semanales
Anti Interleucina 6

Anticuerpo humanizado

Tocilizumab 162 mg semanales.

*TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa.

7.2 FAME BIOLOGICOS.

OBSERVACIONES

Iniciar 10 mg semanales y escalada de dosis
en 4-8 semanas. Importante suplementos de
acido folico.

Dosis de carga opcional, se asocia a mas
efectos adversos gastrointestinales.

Iniciar 1 g diario y subir en 4-8 semanas.

En artritis leve o en combinacidn.

Inhibicion JAK 1, 3.

Inhibicion JAK 1, 2.

Subcutaneo. Biosimilar disponible.

Intravenoso. Inicio semanas 0, 2, 6.
Biosimilar disponible.

Subcutaneo. Biosimilar disponible.

Subcuténeo.

Subcuténeo. Se puede utilizar durante el
embarazo.

Intravenoso. Biosimilar disponible.

Subcuténeo, disponible intravenoso.

Subcutdneo, disponible intravenoso.

Dentro de los FAMEDb existen farmacos con cuatro mecanismos de

accion fundamentalmente: bloqueo del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),

inhibicion del receptor de IL-6, bloqueo de la co-estimulacion de la célula T y

deplecién de linfocitos B. Algunos pacientes responden a bloqueo de la via de
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la IL-1. Como regla general todos los FAMEDb tienen una eficacia similar,
consiguiendo respuestas ACR 70 superiores en pacientes no tratados
previamente y pierden eficacia en pacientes multitratados (174). No hay duda
de que han supuesto una revolucién en el tratamiento de los pacientes que no

responden de forma completa a FAMESsc.

7.3 RECOMENDACIONES PARA EL TRATAMIENTO DE LA ARTRITIS
REUMATOIDE.

En sus guias terapéuticas, tanto ACR como EULAR recomiendan en
pacientes con AR de reciente diagndstico iniciar el tratamiento con un FAMEs
(metotrexato de preferencia), afladiendo pauta corta de glucocorticoides en
pacientes con actividad moderada o alta. Se recomienda escalada rapida de
FAMEs hasta su dosis maxima (25 mg por via subcutdnea en caso de
metotrexato). El objetivo es una mejoria importante (entre 50 y 80%) en los 3
primeros meses y remision o baja actividad a los 6 meses. Si no se consigue se
recomienda pasar a una combinacion de FAMEsc (en pacientes sin factores de
gravedad: seropositividad a titulos altos, dafio articular precoz, actividad de la
enfermedad alta o fallo a 2 o mas FAMEsc) o afadir cualquier FAMEDb o
FAMEsd al tratamiento y posteriormente si no es efectivo se cambia por otra
molécula FAMEb o FAMEsd de forma indefinida o hasta obtener respuesta.
Cuando un FAMED falla (fallo primario) o pierde eficacia (fallo secundario) el
cambio de agente biol6gico es una estrategia que con frecuencia es exitosa,

incluso entre FAMED con el mismo mecanismo de accion como los anti TNFa.

En caso de obtener la remision mantenida se recomienda valorar
reduccién de dosis o espaciamiento en la administracion y eventualmente
suspender el tratamiento, sabiendo que el riesgo de recaida es elevado; el
riesgo de recaida es menor en pacientes con remisidbn mantenida durante mas
tiempo. En cualquier caso la mayoria de pacientes que broten responderan al

reintroducir el tratamiento (175).
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FIGURA 14: RECOMENDACIONES EULAR PARA EL TRATAMIENTO DE LA ARTRITIS REUMATOIDE
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Adaptada de EULAR recommendations for the management of rheumatoid arthritis with synthetic and biological disease-
modifying antirheumatic drugs: 2016 update. Smolen JS et al. Annals of the Rheumatic Diseases, 76 (6). pp. 960-977.

7.4 ARTRITIS REUMATOIDE REFRACTARIA

Una proporcion de pacientes no responden al tratamiento. En la era
previa al tratamiento bioldgico las opciones de tratamiento eran limitadas al uso
de FAME sintéticos en monoterapia o combinados y corticoesteroides. Con la
aparicién de los tratamientos biologicos las distintas sociedades implantaron
unos criterios para definir refractariedad al tratamiento, basadas en el DAS28 y
en la historia previa de exposicion a FAME (Figura 5) (176). Con la introduccién
de los FAME biolégicos y extrapolando los datos de ensayos clinicos,
aproximadamente el 40% de los pacientes van a fallar a un primer
biolégico(177) y otro 40% a un segundo (178-180), lo que implica que al
menos un 20% de los pacientes con AR necesitardn un tercer bioldgico para
intentar controlar la enfermedad, con un 6% de pacientes que tampoco

responderan adecuadamente segun el registro inglés (181). Los ensayos
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clinicos que han estudiado la respuesta inadecuada a un primer anti-TNFa
(178-180), muestran con caracter general una tasa de respuesta ACR 20, 50 y
70 del 50%, 30% y 20% respectivamente, por lo que podriamos decir que la
mayoria de los pacientes (hasta el 70%) que precisan un segundo biolégico no

experimentan un cambio clinico realmente importante.

Las causas de la refractariedad de la AR al tratamiento no son del todo
conocidas, pero se asume que la causa debe ser multifactorial;, por un lado
tendriamos factores relacionados con la enfermedad, heterogénea desde
muchos puntos de vista, por lo que posiblemente la diana terapéutica no sea la
misma en todos los pacientes; podria haber un predominio de la inmunidad
innata frente a la adaptativa (p. ej. en pacientes seronegativos), podrian estar
implicados mecanismos autoinflamatorios y/o autoinmunes en el mismo

paciente, o ser mas dependiente de la respuesta estromal.

Otra posibilidad es que se explique por fenémenos farmacocinéticos,
como ocurre con el desarrollo de anticuerpos neutralizantes contra el farmaco
biolégico, que aceleran el aclaramiento de farmaco reduciendo drasticamente
sus niveles. Su aparicion favorece el desarrollo de anticuerpos antifarmaco
contra subsecuentes tratamientos bioldgicos. Esto ocurre de manera clara en el
caso de tratamientos biolégicos con fragmentos murinos (infliximab,

adalimumab y rituximab), pero puede ser clinicamente relevante.

Por ultimo, se debe considerar a los falsos positivos, pacientes con otros
factores biomecénicos como dolor, coexistencia de enfermedad degenerativa o

cuadros de sensibilizacion central al dolor (182).

8.-JUSTIFICACION DE LA TESIS.

La presente tesis pretende estudiar la influencia de determinantes
inmunogendmicos en la patogenia de la AR, con especial interés en el binomio
HLA-C/KIR. Existen algunas evidencias de su implicacion en la patogenia sobre
todo de la vasculitis reumatoide, pero su efecto no ha sido aun estudiado en

pacientes del &rea geografica de Murcia, en el sureste espafiol. Para ello se
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hara genotipado HLA de clase | y KIR en pacientes con AR de nuestro entorno,
comparandolos con una poblacion similar de pacientes sanos en primer lugar y
también se estudiard si esta interaccion se asocia a alguna de las
caracteristicas clinicas, analiticas o de tratamiento de los pacientes incluidos en

el estudio.
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1. HIPOTESIS.

La Artritis Reumatoide es una enfermedad de causa autoinmune con
consecuencias serias para los pacientes, en la que los mecanismos
subyacentes no son del todo conocidos. La célula NK y en concreto el binomio
HLA/KIR tiene interés potencial en la patogenia de la AR ya que podria explicar
el desarrollo de mecanismos inmunes adaptativos en una poblacion con Artritis
Reumatoide del sureste esparfiol. Respecto al HLA-C se estudiara la relacion
con el dimorfismo del CMH en las posiciones 77 y 80 de la cadena a1 del HLA
de clase I. En los genes KIR se valorara la frecuencia de los diferentes
receptores y haplotipos individualmente y su relacion con el HLA-C y el resto de

HLA de clase | que interaccionan con KIR.

2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivos primarios:

1. Describir las caracteristicas clinicas de una cohorte de pacientes con
diagnéstico de AR respecto a variables, clinicas, analiticas, de actividad,
calidad de vida y tratamiento. Describir una cohorte de sujetos sanos
como poblacién control y estudiar su comparabilidad en edad y sexo

respecto a la poblacion de enfermos de AR.

2. Analizar las diferencias en las frecuencias alélicas del HLA clasicos de
clase | (A, B y C) entre la poblacion de pacientes con AR frente una

poblacion control.

3. Analizar las diferencias de frecuencias alélicas de ligandos KIR en
pacientes con AR y controles: en HLA-C en funcién de su dimorfismo en
las posiciones 77 y 80 de la cadena alfal (C1, C2); en HLA-A y HLA-B
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en funcién del dimorfismo en posicién 77 y la secuencia de aminoacidos

en las posiciones 80 a 83 (Bw4, Bw6).

4. Analizar las frecuencias alélicas de genes y haplotipos KIR de poblacién

enferma en comparacién con la poblacién control.

5. Estudiar las combinaciones HLA/KIR en los pacientes con AR vy

compararlas con las de la poblacion control.

2.2 Objetivos secundarios:

6. Analizar las frecuencias alélicas de los HLA clasicos (A, B y C), alelos
KIR, haplotipos KIR y ligandos KIR (C1/C2; Bw4/Bw6) en la poblacion de
pacientes con AR respecto a la presencia o ausencia de variables
cualitativas clinicas previamente definidas.

7. Analizar las frecuencias alélicas de los HLA clasicos (A, B y C), alelos
KIR, haplotipos KIR y ligandos KIR (C1/C2; Bw4/Bwe6) en la poblacion de
pacientes con AR respecto a variables cualitativas de laboratorio
previamente definidas.

8. Analizar las frecuencias alélicas de los HLA clasicos (A, B y C), alelos
KIR, haplotipos KIR vy ligandos KIR (C1/C2; Bw4/Bw6) en pacientes con
AR respecto a variables cualitativas de tratamiento definidas.

9. Analizar las frecuencias alélicas de los HLA clasicos (A, B y C), alelos
KIR, haplotipos KIR y ligandos KIR (C1/C2; Bw4/Bw6) que hubieran
resultado estadisticamente asociadas en el estudio caso-control

respecto a variables cuantitativas analiticas definidas.
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1. DISENO DEL ESTUDIO.

En el presente trabajo se realiza un estudio de cohorte de pacientes con
diagnéstico de Artritis Reumatoide (AR), pertenecientes al servicio de
Reumatologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca y un

grupo de individuos sanos.

Para su inclusion en el estudio fue imprescindible la firma de
consentimiento informado. El estudio, consentimiento informado y hoja de
recogida de datos fueron evaluados y aprobados por el Comité de Etica en
Investigacion clinica del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (ver

anexo |).

2. DIAGNOSTICO DE ARTRITIS REUMATOIDE.

Para su inclusion en el estudio los pacientes debian presentar un
diagnostico de AR por su reumatélogo, en base a los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) de 1987 y/o de 2010.

3. PACIENTES Y CONTROLES.

En el presente estudio se han incluido 151 pacientes con AR
pertenecientes al servicio de reumatologia del Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca. Al mismo tiempo se han estudiado 150 voluntarios sanos
de similar edad al diagnaostico, sexo, etnia y area geografica que los pacientes.
Se aplicaron los mismos criterios de exclusiébn para pacientes y controles,

descartando los controles con antecedentes familiares de AR.
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3.1 CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE.

Los pacientes se seleccionaron sobre la base de los siguientes criterios

de inclusion y exclusion:
CRITERIOS DE INCLUSION.

e Diagnostico de Artritis Reumatoide.
e Firma del consentimiento informado.
e Edad mayor de 18 afios.

e Aceptacion de la obtencion de muestras.
CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Paciente que no cumple los criterios de inclusion.
e Pacientes sin informacion clinica suficiente en historia clinica.
e Pacientes en los que no se pueda hacer una anamnesis y

exploracién fisica completa.

Los pacientes fueron seleccionados mediante entrevista personal
realizada por el doctorando en el momento de su visita clinica rutinaria o en la

sala de extracciones en el momento de su analitica de rutina.

En la visita inicial, el doctorando realizé la seleccion de los pacientes,
revisando la historia clinica y las exploraciones complementarias necesarias
para la confirmaciéon del diagnéstico de AR. Tras confirmar el diagndstico, se
solicitd el consentimiento al paciente para su inclusion en el estudio y la

obtencion de muestras biologicas.

3.2 CRITERIOS DE SELECCION DE CONTROLES SANOS.

Los pacientes se seleccionaron en base a los siguientes criterios de
inclusion y exclusion:
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CRITERIOS DE INCLUSION.

e Individuos sanos.
¢ Firma del consentimiento informado.
e Edad mayor de 18 afios.

e Aceptacion de la obtencion de muestras biolégicas.
CRITERIOS DE EXCLUSION.

¢ Individuos que no cumplen los criterios de inclusioén.

¢ Individuos con enfermedades concomitantes como enfermedades
autoinmunes, enfermedades infecciosas, inmunodeficiencias u
otras patologias que puedan interferir en el estudio.

e Familiar de primer grado del individuo con AR: Padres, hijos y
hermanos.

e Familiar de segundo grado del individuo con AR: tios, primos y

abuelos.

La evaluacion de la no concomitancia de enfermedades por
inmunodeficiencias u otras enfermedades de base inmunolégicas fue evaluada

por médicos del Servicio de Inmunologia del HCUVA.

4. RECOLECCION Y TRATAMIENTO DE MUESTRAS.

El procedimiento de recoleccion de muestras se realizé en pacientes
consecutivos gue acudian a hospital de dia para infusion intravenosa de

medicamento bioldgico 6 para visita clinica con analitica programada.

4.1 EXTRACCION DE MUESTRAS; OBTENCION Y ALMACENAJE ADN.

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por puncién venosa de

pacientes e individuos sanos, y fueron recogidas en tubos anticoagulados con
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EDTA (acido etilendiaminotetraacético) en el momento de la visita. A los
pacientes se les extrajo ademas un tubo seco para centrifugacion y obtencion

de suero para su reserva.

Para la extraccion de ADN se utilizé el kit QlJAamp DNA Blood Midi
(QUIAGEN, Hilden, Alemania, segun instrucciones del fabricante. EI ADN
extraido se deposité en tubos Eppendorf de 1,5 ml (Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemania) que se guardaron a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

Para evitar contaminaciones de las muestras de ADN se habilitaron dos
localizaciones, una dedicada a las manipulaciones pre-reaccion en cadena de
la polimerasa o pre-PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction) y otra para la
manipulacion de los fragmentos amplificados (post-PCR). Ademas, siempre se

utilizaron guantes desechables y material estéril para su procesamiento.

4.2 PROCEDIMIENTO PCR-SSO.

El procedimiento de tipificacion de PCR-SSO (del inglés, Sequence
Specific Oligonucleotide) se basa en la identificacion de secuencias concretas
del ADN amplificado por PCR, mediante su hibridacion con sondas
complementarias sintetizadas con ese propésito (SSO). El ADN amplificado se
expone a sondas que pueden estar 0 no presentes y a sondas control que son

homologas a secuencias siempre presentes en los alelos de un locus.

4.2.1 Amplificacion por PCR.

La amplificacion por PCR consiste en exponer material genético a una
solucion con enzimas polimerasas termoestables (polimerasa taq), para que lo
repliquen repetidamente y sea mas sencillo su estudio. Para que el proceso
funcione es necesario afadir nucleétidos para la sintesis del nuevo material,
cebadores (secuencias especificas de ADN que activan a las polimerasas y
delimitan la regidbn a amplificar), una mezcla de iones (monovalentes y
divalentes) en disolucion y un termociclador que produce cambios de
temperatura necesarios para la hibridacion y separacion del material genético

en cada ciclo de replicacién/amplificacion.
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La visualizacion del producto amplificado se realiza mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2,5%, para lo que se utiliza 30 ml de
Tampdn Tris-borato-EDTA (TBE) 1X, 0,75 g de agarosa y bromuro de etidio

como marcador de recorrido.

4.2.2. Tipificacién PCR/SSO

En la tipificacion por el procedimiento PCR-SSO, una vez amplificado el
ADN genOmico se expone a una mezcla maestra que contiene las sondas
especificas del locus a estudiar (SSO); posteriormente se observa en qué
casos se ha producido la hibridacion o unién de segmentos de ADN con su

SSO especifica.

La tecnologia Luminex o Microbeads Array o ensayo en fase sélida, es
una modificacion del método PCR-SSO que permite el andlisis de alta
resolucion manera masiva y rapida (multiplex). En este proceso cada sonda
individual se une a una esfera Luminex Unica (existen hasta 100 tipos de
esferas diferentes), pudiendo analizarse conjuntamente en el Luminex
Instrument, capaz de distinguir cada tipo de esfera por su color de
fluorescencia caracteristico. De este modo se pueden analizar multiples
secuencias especificas del ADN amplificado, que hibriden con las diferentes

SSO unidas a microesferas, en un mismo experimento.

El Luminex Instrument también mide las cantidades relativas de producto
de PCR marcado que hibrida con cada microesfera Luminex. Asi, al igual que
ocurre con otros métodos SSO, la sefial relativa obtenida con las sondas SSO
puede utilizarse para asignar a las sondas una reactividad positiva o negativa
con la muestra de ADN amplificado. Esto, a su vez, ofrece la informacién

necesaria para determinar el fenotipo de la muestra.

4.3 GENOTIPAJEHLA A, B Y C.

El tipaje de los genes HLA-A, -B y — C, se realiz6 mediante el método de
PCR- SSO utilizando los kits de tipificacion LIFECODEs HLA-SSO Clase | A,
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Clase | B, Clase | C y (LifeCode, Inmucor GTI Diagnostic, Inc,. Promega Corp.),

siguiendo las instrucciones del fabricante con el siguiente protocolo:.

4.3.1 Materiales y reactivos.

ADN gendmico.

Mezcla maestra LIFECODES.

Solucién diluyente (DS).

Tag polimerasa LIFECODES (10 U/ml).

Estreptavidina conjugada con R-ficoeritrina (SA-PE), 1 mg/ml.

4.3.2 Protocolo

El protocolo del fabricante consta de varios estadios para su

consecucion:
4.3.2.1 Amplificacion de ADN.

e Colocar la Mezcla Maestra (Master Mix) del locus que se va a testar a
temperatura ambiente (18-30 °C).

e Utilizar un vortex para agitar los reactivos y a continuacion micro-
centrifugar los tubos durante 5-10 segundos para que el contenido de los
mismos se vaya al fondo del tubo.

e Preparar los componentes de amplificacién para n + 1 muestras usando

las cantidades indicadas para cada reactivo:

Componente Cantidad por reaccién PCR

(por muestra)

Mezcla maestra LIFECODES 6 ul

ADN gendmico 10-200 ng/ul Total 80 ng
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Polimeras taqg LIFECODES

0.1 ul (1U)

Agua exenta de nucleasas

Hasta un volumen final de 20 pl

Afnadir todos los reactivos excepto el ADN en un microtubo Eppendorf,

agitar en un vortex y mantener en bafio de hielo.

e Pipetear 2 pyl de ADN gendmico (volumen suficiente para contener 80 ng

de material genémico) en una placa o tubo de PCR.

e Pipetear 18 ul de la mezcla de amplificacion en el pocillo de la placa (o

tubo) de PCR.

e Tapar convenientemente la placa de PCR para prevenir la evaporacion

de la mezcla, y llevar al termociclador.

En el termociclador, ejecutar el programa siguiente para la amplificacion:

Paso

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 4

4.3.2.2 Hibridacion:

Temperatura

95 °C

95 °C

60 °C

72 °C

95 °C

63 °C

72 °C

72°C

4°C

Tiempo Ciclos

3 minutos 1

15 segundos
30 segundos 12

30 segundos

10 segundos
30 segundos 28

30 segundos

2 min 1

e Calentar la mezcla de sondas especifica a 55-60 °C durante 5 a 10

minutos para solubilizarla.
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Precalentar el termociclador para la hibridacion a 56 °C.

Homogeneizar la suspension del vial con la mezcla de sondas durante
30 segundos mediante sonicacion.

Pipetear en cada pocillo de una placa de termociclador Costar™ 2,5 pl
del producto de PCR especifico y 7,5 pl de la mezcla de sondas.

Agitar el vial de sondas especificas en un vértex cada 8-10 muestras
pipeteadas.

Sellar la placa con papel de sellado Microseal™.

Mantener las muestras en el termociclador precalentado siguiendo el

siguiente protocolo:

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Paso 1 97 °C 2 minutos 1
Paso 2 47 °C 10 minutos 1
Paso 3 56 °C 8 minutos 1
Paso 4 Mantener a 56°C

Mientras las muestras hibridan con las sondas, preparar para n + 1
muestras la mezcla de DS y SA-PE (1:200), poniendo 100 pul de la
solucién diluyente (DS) y 0,45 uyl de SA-PE por muestra. Esta mezcla es
fotosensible por lo que debe mantenerse protegida de la luz hasta su
uso.

Una vez transcurridos los 20 minutos de hibridacion, sin detener el
programa ni sacar la placa del termociclador, se retira el papel de
sellado y se diluye cada muestra con 100 pl de la mezcla DS/SA-PE
(1:200) preparada anteriormente.

Se retira la placa del termociclador y se lleva a adquirir y leer en el

Luminex Instrument™,
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4.4.2.3. Andlisis de las muestras

e La adquisicién y lectura de las muestras se hizo con el programa
Luminex100 IS Software™ (Austin, Texas, Estados Unidos) en el
citofluorémetro.

e Los resultados se analizaron con el software (MATCH IT! DNA v1.2
LIFECODEYS).

4.4GENOTIPAJE DE GENES KIR.

El tipaje de genes KIR se efectu6 mediante el KIT LIFECODES KIR SSO
Typing Kit (Luminex technology, Tepnel Lifecodes, CMDCAS, Canada), de
acuerdo con las especificaciones del fabricante, mediante el siguiente

protocolo:

4.4.1 Materiales y reactivos

ADN gendmico.

Mezcla Maestra (MX-K1 y MX-K2).

Mix de sondas (BM-K).

Solucién diluyente (DS).

Taq polimerasa recombinante (10 U/ml).

Estreptavidina conjugada con R-ficoeritrina (SA-PE), 1 mg/ml.

4.4.2 Protocolo

Al igual que en el caso del tipaje de HLA de clase I, para el tipaje de

genes KIR son precisas varias etapas diferenciadas:

4.4.2.1 Amplificacion del ADN:
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El multiplex de amplificacion de los loci para KIR esta dividido en dos

reacciones de amplificacion que utilizan el KIR-1 Master Mix (MX-K1) y el KIR-2
Master Mix (MXK2).

Colocar la Mezcla Maestra (Master Mix) del locus que se va a testar a
temperatura ambiente (18-30 °C).
Utilizar un vortex para agitar los reactivos y a continuacion micro-
centrifugar los tubos durante 5-10 segundos para que el contenido de los
mismos se vaya al fondo del tubo.
Preparar los componentes de amplificacion para n + 1 muestras usando

las cantidades indicadas para cada reactivo:

Componente

Cantidad por reaccién PCR

(por muestra)

Master Mix (MX-K1 o MX-K2) 3ul
ADN gendmico 10-200 ng/ul Total 50 ng
Polimeras taq 0.1 ul (V)

Agua exenta de nucleasas

Hasta un volumen final de 10 pl

Afadir todos los reactivos excepto el ADN en un microtubo Eppendorf,

agitar en un vortex y mantener en bafio de hielo.

Pipetear 1 yl de ADN gendémico (volumen suficiente para contener 50 ng
de material gendmico) en una placa o tubo de PCR.

Pipetear 9 pl de la mezcla de amplificacion en el pocillo de la placa (o
tubo) de PCR.

Tapar convenientemente la placa de PCR para prevenir la evaporacion
de la mezcla, y llevar al termociclador.
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En el termociclador, ejecutar el programa siguiente para la amplificacion:

Paso

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Cuando no exista la certeza

Temperatura
95 °C
94 °C
59 °C

72 °C
72 °C

4°C

Tiempo Ciclos
2 minutos 1

30 segundos
90 segundos 40

30 segundos

15 minutos 1

de que la muestra ha amplificado

correctamente se recomienda hacer una visualizacion del producto por

electroforesis en gel de agarosa.

4.4.2.2 Hibridacion:

e Calentar la mezcla de sondas (BM-K) a 55-60 °C durante 5 a 10 minutos

para solubilizarla.

e Precalentar el termociclador para la hibridacion a 56 °C.

e Homogeneizar la suspension del vial con la mezcla de sondas BM-K

durante 30 segundos mediante sonicacion.

e Pipetear en cada pocillo de una placa de termociclador Costar™ 2,5 ul
del producto de PCR especificoy 7,5 yl de BM-K.

e Agitar el vial de BM-K en un vortex cada 8-10 muestras pipeteadas.

e Sellar la placa con papel de sellado Microseal™.
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Mantener las muestras en el termociclador precalentado durante 20
minutos para hibridar las muestras, en modo HOLD.

Mientras las muestras hibridan con las sondas, preparar para n + 1
muestras la mezcla de DS y SA-PE (1:200), poniendo 100 ul de la
solucion diluyente (DS) y 0,45 pl de SA-PE por muestra. Esta mezcla es
fotosensible por lo que debe mantenerse protegida de la luz hasta su
uso.

Una vez transcurridos los 20 minutos de hibridacion, sin detener el
programa ni sacar la placa del termociclador, se retira el papel de
sellado y se diluye cada muestra con 100 pl de la mezcla DS/SA-PE
(1:200) preparada anteriormente.

Se retira la placa del termociclador y se lleva a adquirir y leer en el

Luminex Instrument™,

4.4.2.3. Andlisis de las muestras

La adquisicion y lectura de las muestras se hizo con el programa
Luminex100 IS Software™ (Austin, Texas, Estados Unidos) en el
citofluorémetro.
Los resultados se analizaron con el software (MATCH IT! DNA v1.2
LIFECODEYS).

5. VARIABLES DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
EXPERIMENTALES.

Para su analisis posterior se agruparon las diferentes variables por tipos

y también por su naturaleza cuantitativa o cualitativa, como sigue:

5.1 VARIABLES DEMOGRAFICAS.

Fecha de nacimiento, edad y sexo en pacientes y controles.
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5.2 VARIABLES CLINICAS.

Unicamente presentes en el grupo de pacientes con diagndstico de AR.

o Fecha de diagnéstico de la AR.

o Cuestionario de calidad de vida (HAQ o Rapid3).

o Exploracion con recuento articular de articulaciones tumefactas y
dolorosas.

o Escala analdgica de valoracion de la actividad de la enfermedad

por el médico y el paciente.

o Célculo del indice DAS 28.

o Presencia o ausencia de erosiones en Rx manos y/o pies.

o Manifestaciones extraarticulares de la enfermedad: nddulos,
afectacion ocular, osteoporosis, serositis, vasculitis, carditis, neumonitis
y eventos cardiovasculares.

o Datos de laboratorio: VSG, PCR, FR, ACPA, niveles de
complemento (C3y C4), ANOEs y ENAs.

o Tratamiento utilizado en el momento de la visita (corticoide,
FAME, Bioldgico).
o Historia de exposicion a tratamiento biolégico: nUmero de agentes

biolégicos utilizados.

La capacidad funcional de los pacientes se calculd sobre la base de la
puntuacion de los cuestionarios HAQ o Rapid3; para su adecuada comparacion
se estratificd a los pacientes en cuartiles (Q) segun su puntuacion, de forma

gue los pacientes se consideraron:

*Q1: Poca o nula afectacion HAQ (0-0.75) Rapid 3 (< 3)
*Q2: Afectacion leve HAQ (0.76-1.50) Rapid 3 (3.1-6)
*Q3: Afectacion moderada HAQ (1.51-2.25) Rapid 3 (6.1-12)
*Q4: Afectacion severa HAQ (2.26-3.0) Rapid 3 (>12)
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La actividad de la enfermedad también se categorizé utilizando los
puntos de corte descritos en la literatura respecto a la puntuacion del indice
DAS28 de actividad; resultando:

*Remision: DAS28 (<2.6)
*Baja actividad: DAS28 (2.6 y <3.2)
*Moderada actividad: DAS28 (3.2 y <5.1)
*Alta actividad: DAS28 (= 5.1)

La valoracion de la presencia de erosiones se realizé mediante la
revision de radiografias de manos y/o pies de la historia clinica de los
pacientes. Unicamente se registré la presencia o ausencia de erosiones sin

registrar la cantidad de ellas o la presencia de pinzamiento articular.

La presencia o ausencia de manifestaciones extraarticulares se realizé
mediante la exploracion fisica del paciente y la historia clinica. Se registraron
aguellos pacientes con ndédulos, afectacion ocular, osteoporosis, serositis,

vasculitis, carditis, neumonitis y eventos cardiovasculares.

Los reactantes de fase aguda se registraron de la analitica realizada el
dia de la visita y se utilizaron para calcular el DAS28. El resto de los
parametros se extrajeron de la historia clinica y aquellos que no se encontraron
se estudiaron en laboratorio con las muestras de suero obtenidas para este

estudio.
Los datos se registraron en una hoja de recogida de datos.

Sobre la base de esta recogida de datos se establecieron varios grupos

de variables clinicas:

5.2.1. Variables cualitativas clinicas: Presencia de noédulos, osteoporosis,
afectacién ocular, serositis, vasculitis, afectacion pulmonar, carditis, eventos
cardiovasculares, erosiones, nivel de afectacion de la calidad de vida, nivel

actividad de la enfermedad.

74



Pacientes y métodos

5.2.2. Variables cualitativas de laboratorio: FR positivo o negativo, ACPA
positivo 0 negativo, ambos positivos, ninguno positivo, ANA positivos o
negativos, ANOEs positivos 0 negativos, tipo de ANOE positivo (Anti-célula
parietal, anti-musculo liso, anti-mitocondrial, anti-DNA IgM, anti-DNA 1gG); ENA
positivos 0 negativos y tipo de ENA positivo (anti-Ro, anti-centrémero, anti-
U1RNP, anti-Histona, anti-RNP70).

5.2.3. Variables cualitativas de tratamiento: tratamiento con corticoide
(si/no), tratamiento con metotrexato (si/no), tratamiento con FAME (si/no),
tratamiento con biologico (si/no), numero de FAMEs en combinacion, niumero

de biolégicos utilizados durante la evolucion de la enfermedad.

5.2.4. Variables cuantitativas: Edad al diagnostico, VSG, PCR, DAS28, titulo
de FR, titulo de ACPA, niveles de C3 y C4.

5.3 VARIABLES EXPERIMENTALES.

Las variables experimentales se refieren a las obtenidas mediante el

genotipado de las muestras mediante PCR-SSO.

5.3.1 Alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C: A cada paciente se le asignan dos alelos
HLA-A, dos alelos HLA-B y dos alelos HLA-C. Cada alelo se analiza de forma

independiente.
5.3.2 Ligandos KIR.

Se establecen grupos tanto en HLA-C como en HLA-A y HLA-B en base

a sus epitopos de unién a receptores KIR.

5.3.2.1: Grupos HLA-C: en funcién del aminoacido presente en la

posicion 80 de la hélice a-1 de la molécula de HLA de clase I.

e EIl grupo C1 se caracteriza por presentar el aminocido asparraguina
(Asn) en la posicion 80 e incluye a los alelos HLA-Cw *01, *03, *07, *08,
*12, *14 y *16:01.

e El grupo C2 presenta lisina (Lys) en la posicién 80 y engloba a los alelos
HLA-Cw *02, *04, *05, *06, *15, *16:02, *17 y *18.
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Los pacientes se agruparon en cuatro grupos en funcion de sus dos alelos
HLA-C:

C1C1: Ambos alelos pertenecen al grupo C1.
C1C2: Un alelo del grupo C1 vy otro alelo del grupo C2.
C2C2: Ambos alelos pertenecen al grupo C2.

w0 NP

C1X: Al menos un alelo pertenece al grupo C1.

5.3.2.2 Grupos HLA Bw4/Bw6: El epitopo Bw4 esta presente en alelos
HLA-B (*05, *5102, *13, *17, *27, *37, *38, *44, *47, *49, *51, *53, *57, *58, *59,
*63 y *77) y algunos alelos HLA-A (*09, *23, *24, *2403, *25, *32). Aquellos

alelos que no presentan el epitopo Bw4 corresponden al llamado epitopo Bwe6.

Los pacientes se agruparon también en varios grupos en funcion de sus
dos alelos HLA-A y HLA-B:

Grupo Bw4 homo: Pacientes con dos alelos del grupo Bw4.
Grupo Bw4: Pacientes con al menos un alelo del grupo Bw4.
Grupo Bw6 homo: Pacientes con dos alelos del grupo Bwe6.

P w0 NP

Grupo Bw6: Pacientes con al menos un alelo del grupo Bwe6.

5.3.3 Genes, genotipo y haplotipo KIR.

5.3.3.1 Genes KIR: A cada paciente se le asignan los genes KIR

presentes en su ADN.

5.3.3.2 Genotipo KIR: A cada paciente se le asigna un genotipo KIR, en

funcion de su repertorio de genes KIR.

5.3.3.3 Haplotipo KIR: A cada paciente se le asigna un grupo genérico

de haplotipo KIR A o B, en funcién de su genotipo KIR.

5.3.3.2 Haplotipo KIR centromérico y telomérico: En funcién de su
repertorio KIR, en cada paciente se identifica si son portadores de haplotipos
KIR AO01 o BO1 centromérico o telomérico, siguiendo la siguiente secuencia

logica:

e A0l centromérico (cA01): Pacientes con KIR2DL3 presente.
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e A0l telomérico (tA01): Pacientes con KIR2DS4 presente.

e B0l centromérico (cB0Ol): Pacientes con presencia simultanea de
KIR2DL2, KIR2DL5 y KIR2DS3.

e BO1 telomérico (tB01): Pacientes con presencia simultanea de KIR2DL5
+ KIR2DS1 + (KIR2DS3 o KIR2DS5).

6. TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Los datos del estudio se recogieron en una hoja de recogida de datos y
posteriormente se pasaron a una base de datos Microsoft Access 2.0 (Microsoft
Corporation, Seattle, WA). El analisis estadistico se realiz6 utilizando el
programa SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago IL).

Para detectar diferencias respecto a variables cuantitativas (edad,
actividad clinica, titulo de anticuerpos y complemento y dosis de corticoide) se
realiz6 un test t-Student desapareado de dos colas. Para las variables
cualitativas (sexo, manifestaciones clinicas, categorias de calidad de vida y
actividad clinica, variables cualitativas de laboratorio y tratamiento), se realizo
un test Chi cuadrado (x2) de Pearson. Las frecuencias alélicas, génicas y
genotipicas fueron estimadas por contaje directo y comparadas utilizando el
test exacto de Fisher bilateral. Las asociaciones de los alelos o genes KIR con
las variables cuantitativas clinicas se estimaron mediante el test de Chi
Cuadrado (x2) y el test exacto de Fisher bilateral; para determinar la magnitud
del efecto de las asociaciones se calcul6 la razén relativa (odds ratio: OD. El

valor de “Pc” se obtuvo multiplicando el valor de “p” por el numero de alelos
probados para cada locus (correccion de Bonferroni) (183). Los valores de “p”
menores de 0.05 fueron considerados como significativos. La correlacion entre
variables cuantitativas se realiz6 mediante la prueba de correlacion de

Spearman, expresada mediante el coeficiente Rho de Spearman.
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OBJETIVO 1. Descripcion de la cohorte de pacientes con

artritis reumatoide y poblacién control.

1.1 COHORTE DE PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE.

En esta cohorte se incluyeron 151 pacientes con diagndéstico de
AR, seleccionados en dos momentos diferentes, entre octubre de 2004 y
febrero de 2005 y desde 2014 a 2015. Los pacientes se incluyeron de
forma consecutiva cuando acudian para la infusion de tratamiento
biolégico intravenoso y se aprovechd la venopuncion para solicitar la
muestra (un tubo con EDTA y un tubo seco); esta poblaciéon es
fundamentalmente AR crénica de larga evolucion. Un subgrupo de
pacientes se obtuvo de una consulta de remision en la que habia
pacientes de reciente diagndéstico y buen control inicial de la

enfermedad.

1.1.1 Variables demogréficas:

La distribucion por sexo de los pacientes resulté en 121 mujeres
(80,1 %) y 30 hombres (19.9%). La edad media al diagnostico en ambos
sexos fue de 42.62 + 13.43 afos. En el momento de su inclusion en el
estudio, los pacientes tenian una media de edad de 56.32 + 12.48 afos,
con una media de seguimiento desde el debut de 162 + 131.48 meses,

con un minimo de 1 mes y un maximo de 577 meses.
1.1.2 Variables cualitativas clinicas:

Respecto a las caracteristicas clinicas de los pacientes, en 85
pacientes (56.7%) se objetivaron erosiones 6seas en radiografias de
manos y/o pies. Cuarenta y siete pacientes (31.1%) presentaban
afectacidn ocular atribuible a su artritis reumatoide, 36 pacientes (26.8%)
presentaban una osteoporosis establecida, 25 pacientes (16.8%)
nédulos reumatoides, 15 pacientes (9.9%) una enfermedad intersticial

pulmonar, 14 pacientes (9.3%) tenian antecedente de evento

79



Resultados

cardiovascular, 8 pacientes (5.3%) habian presentado vasculitis cutanea,

6 pacientes (4%) serositis y 5 pacientes (3.3%) carditis (Tabla 1).

En cuanto a la calidad de vida, 58 pacientes (38.4%) presentaban
una calidad de vida aceptable o buena, 51 pacientes (33.8%)
presentaron una afectacion leve de su calidad de vida, 28 pacientes
(18.5%) una afectacion moderada de su calidad de vida y 14 pacientes
(9.3%) presentaban una severa afectacion de su calidad de vida (Tabla
2).

La actividad inflamatoria medida por DAS 28 de los pacientes
mostré que 26 pacientes estaban en remision (17.2%), 22 con baja
actividad de la enfermedad (14.6%), 46 con actividad moderada (47.7%)
y 31 con alta actividad de la enfermedad (20.5%). (Tabla 2).

TABLA 1. DEMOGRAFIA, EVOLUCION Y CLINICA EN Pacientes
COHORTE DE PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE n =151 (%)

SEXO MUJER 121 (80,1)

HOMBRE 30(19,9)
EDAD INCLUSION. Media en afios (DE) 56,32 + 12,48 [26-81]
EDAD DEBUT AR. Media en afios * DE [min-max] 42,62 + 13,43 [12-73]

TIEMPO EVOLUCION . Media en meses + DE [min-ma&x] 162 (131,28) [1-577]

EROSIONES RX PRESENTES 85 (56,7)
AUSENTES 66 (47.3)
OSTEOPOROSIS 36 (26.8)
NODULOS 25 (16,6)
AFECTACION OCULAR 47 (31,1)
SEROSITIS 6 (4)
VASCULITIS 8(5,3)
NEUMOPATIA 15 (9.9)
CARDITIS 5(3,3)
EVENTOS CARDIOVASCULARES 14 (9,3)

DE: Desviacion estandar. min: minimo. max: maximo. AR: Artritis Reumatoide. RX:
Radiografia simple
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1.1.3. Variables cuantitativas de laboratorio:

Los reactantes de fase aguda presentaron una leve elevacion
media con alta variabilidad entre los distintos pacientes atendiendo a la
desviacion estandar de las medias y valores maximo y minimo, que
resultaron ser de 24,24 *+ 19,558 (2-100) para la Velocidad de
Sedimentacion Globular y de 0,73 + 1,32 (0-7,6). para la Proteina C
Reactiva. Los niveles medios de las fracciones de complemento C3 y C4
se mantuvieron dentro de parametros normales, aunque también con
una alta variabilidad entre pacientes; resultando una media, desviacion
tipica y horquilla de minimo y maximo de 122,45 + 31,493 (64-247) para
C3y 24,96 + 10,982 (4-64) para C4. (Tabla 2).

TABLA 2. REACTANTES, ACTIVIDAD INFLAMATORIA | Pacientes
Y CALIDAD DE VIDA EN PACIENTES CON AR n =151 (%)

VSG . Media (mm/h) £ DE [max-min] 24,24 + 19,558 [2-100]
PCR. Media (mg/dL) £ DE [max-min] 0,73 = 1,32 [0-7,6]
COMPLEMENTO C3. Media + DE 122,45 + 31,493 [64-247]
COMPLEMENTO C4. Media = DE 24,96 = 10,982 [4-64]
DAS-28 Remision 26 (17,2)

Actividad baja 22 (14,6)

Actividad moderada 72 (47,7)

Actividad alta 31 (20,5)
HAQ/ Poca o nula afectacion 58 (38,4)
IS Afectacién leve 51 (33,8)

Afectacion moderada 28 (18,5)

Afectacion severa 14 (9,3)

VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular, DE: desviacidn estandar, PCR: Proteina C
Reactiva, DAS-28: Disease Activity Index 28, HAQ: Health Asessment Quality of life,
RAPID 3: Routine Assessment of Patient Index Data 3.

1.1.4. Variables cualitativas de laboratorio:

Desde el punto de vista inmunolégico 82 pacientes (54.3%)
presentaban Factor Reumatoide positivo, 105 pacientes tenian ACPA

positivo (69.5%), 75 pacientes presentaban doble positividad (49.7%) y
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40 doble negatividad (26.5%); 111 pacientes (73.5%) presentaban
positividad para ACPA o Factor Reumatoide. Un total de 62 pacientes
(41.1%) fueron ANA positivo y 48 pacientes (31.7%) presentaron
positividad para ANOEs. Entre los ANOEs positivos el mas
frecuentemente observado fue el anti DNA IgM en 30 pacientes (19.8%),
anti células parietales en 13 pacientes (8.6%), anti mitocondriales en 3
pacientes (2%), anti masculo liso en 2 pacientes (1.3%) y anti DNA IgG
en un paciente (0.7%). Respecto a los anticuerpos contra antigenos
extraibles del nucleo (ENAs), fueron positivos en 10 pacientes (6.6%),
sin reportar especificidad en 2 de ellos (1.3%), anti SSA-Ro en 2
pacientes (1.3%), anti Histona en 2 pacientes (1.3%), anti ULRNP en 2
pacientes (1.3%), anti centrémero 2 pacientes (1.3%), anti RNP70 y anti
SSB-La en 1 paciente cada uno (0.7%), (Tabla 3).

TABLA 3. PARAMETROS ANALITICOS POSITIVOS
AUTOINMUNES EN PACIENTES CON AR N/TOTAL (%)

FACTOR REUMATOIDE (>20 U/mL) 82/151 (54,3)
ACPA (>10 U/mL) 105/151 (69,5)
DOBLE POSITIVO 75/151 (49,7)
DOBLE NEGATIVO 40/151 (26,5)
FR Y/O CCP POSITIVO 111/151 (73,5)
ANA (hep-2) >1/160 62/151 (41,1)

Negativo 104 (69,3)
DNA IgM 30 (19,8)
Cel. Parietal 14 (9,2)
Mitocondrial 3 (2)
M. Liso 2 (1,3)

DNA 1gG 1 (0,7)
Negativo 140 (92,7)
N/E Positivo 2 (1,3)
SSB (Ro) 2 (1,3)
U1RNP 2 (1,3)
Centrémero 2 (1,3)
Histona 2 (1,3)

SSA (La) 1 (0,7)
RNP701 (0,6)

U/mL: Unidades por mililitro. ACPA: Anti-Citrullinated-Protein-Antibodies. ANA: antinuclear-
Antibodies. Hep-2: Human epitelial cells 2. N/E Positivo: positivo no especificado.

ANTIGENOS NO ORGANO ESPECIFICOS (ANOES)  48/151 (31,7)

ANTIGENOS EXTRAIBLES DEL NUCLEO (ENAS) 10/150 (6,6)
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1.1.5. Variables de tratamiento:

Respecto a los tratamientos utilizados en los pacientes, 84 de
ellos (56.2%) recibian corticoide en el momento de la inclusion en el
estudio, en la mayoria de los casos a dosis bajas; recibian metil-
prednisolona 59 pacientes (39%) a una dosis media de 3.45 mg + 2.08,
prednisona 18 pacientes (12%) a una dosis media de 5.34 mg £ 241 y
deflazacort 6 pacientes (4%) a una dosis media de 7.5 mg + 4.3.

Respecto a los FAMEs, 119 pacientes (78.8%) estaban expuestos
a ellos y de ellos 93 pacientes (61.5%) tomaban metotrexato, 31
pacientes (20.5%) leflunomida, 2 pacientes (1.3%) hidroxicloroquina, y
un solo paciente (0.6%) con azatioprina, ciclosporina A o sulfasalazina.
Siete pacientes (5%) estaban en terapia combinada, cinco de ellos en
doble terapia y dos pacientes en triple terapia. Los farmacos utilizados
para la terapia combinada fueron metotrexato en seis de los casos,
leflunomida en cinco casos y la hidroxicloroquina, ciclosporina y

sulfasalazina siempre se usaron en combinacion con otros FAMES.

Respecto a los FAMED, se registraron 191 tratamientos en 134
pacientes (89%); 91 de ellos (60.2%) recibieron infliximab, 28 tocilizumab
(18%), 23 adalimumab (15%), 20 rituximab (13%), 14 etanercept (9.2%),
10 abatacept (6.6%) y un paciente (0.7%) golimumab. La mayoria de
ellos (102 pacientes) estaban recibiendo su primer FAMEDb, 18
precisaron un segundo agente, 8 un tercero, 5 un cuarto FAME biolégico

y dos pacientes estaban recibiendo su quinto agente bioldgico. (Tabla 4).
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TABLA 4. TRATAMIENTOS EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

TIPO DE TRATAMIENTO PRINCIPIO ACTIVO GEI B ERTTE

N= 403 (%)
CORTICOIDE: 84 (56) METIL-PREDNISOLONA 59 (Dosis 3,45 £ 2,08)
) . PREDNISONA 18 (Dosis 5,34 £ 2,41)
N pacientes (dosis mg £ DE)
DEFLAZACORT 6 (Dosis7,5 +4,13)
CELESTONE® MENSUAL 1
TOTAL CORTICOIDES 84 (21)
FAME sintético: 119 (79) METOTREXATO 92 (6 combinados)
) . LEFLUNOMIDA 31 (5 combinados)
Terapia combinada: 7 .
HIDROXICLOROQUINA 2 (2 combinados)
*Doble terapia =5 AZATIOPRINA 1
*Triple terapia = 2 CICLOSPORINA 1 (1 combinada)
SULFASALAZINA 1 (1 combinada)
TOTAL FAME sintético 128 (32)
FAME biolégico: 134 (89) INFLIXIMAB 92
TOCILIZUMAB 30
*Primero = 101
*Segundo = 18 ADALIMUMAB 24
*Tercero= 8 RITUXIMAB 20
*Cuarto =5 ETANERCEPT 16
*Quinto=2
ABATACEPT 7
GOLIMUMAB 2

TOTAL FAME biolégico 191 (47)

mg: miligramos; DE: desviacion estandar; FAME: Farmaco antirreumatico modificador de
la enfermedad.

1.1.6 Analisis de asociacion de variables en la cohorte de pacientes:

Los pacientes presentaron erosiones radiograficas en el 56.7% de las
radiografias de manos y/o pies; la enfermedad erosiva se asocié a una mayor
presencia de osteoporosis (p = 0.022), mayor actividad de la enfermedad (p
.021), positividad para ACPA (p = 0.002) y/o FR (p .013), una media de VSG
mas elevada (p .025), mayor edad en el momento de inclusién en el estudio (p

< 0.001) y més tiempo de evolucion de la AR (p = 0.007).

Cuarenta y siete pacientes (31.1%) presentaban complicaciones

oculares. No se encontraron asociaciones significativas en los pacientes con
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sintomas oculares respecto a la calidad de vida, actividad de la enfermedad,

presencia de erosiones ni el resto de manifestaciones extraarticulares.

Treinta y seis pacientes (26.8%) presentaban una osteoporosis
establecida y la presencia de osteoporosis se asoci6 significativamente con una
mayor edad en el momento de la inclusién en el estudio (p < 0.001), un mayor
tiempo de evolucion de la enfermedad (p = 0.004) y una menor tasa de
positividad y titulo medio de FR (p = 0.001). No se encontré asociacion con
otras complicaciones extraarticulares, calidad de vida, actividad de la

enfermedad ni presencia de erosiones.

Veinticinco pacientes (16.8%) presentaron nodulos reumatoides y se
asociaron con mayor frecuencia positividad para ACPA (p .032), FR (p =
0.007), positividad para ambos (p = 0.013) y también un aumento significativo
del riesgo de carditis (p = 0.032) y neumopatia (p = 0.028); también fueron mas
frecuentes los eventos vasculares (p > 0.05). No encontramos diferencias en
cuanto a la calidad de vida, actividad de la enfermedad, presencia de erosiones

ni el resto de manifestaciones extraarticulares.

Quince pacientes (9.9%) presentaban neumopatia, que se asocio
significativamente con la presencia de nédulos reumatoides (p = 0.028). Se

encontré también una mayor frecuencia serositis, carditis y vasculitis (p > 0.05).

Catorce pacientes (9.3%) tenian antecedente de evento cardiovascular y
se relacionaron con una mayor media de edad en el momento de la inclusién (p

= 0.005) y mayor actividad inflamatoria con menor tasa de remision (p = 0.006).

Ocho pacientes (5.3%) habian presentado vasculitis cutanea se
asociaron significativamente a la presencia de serositis (p = 0.033), una peor
calidad de vida (p = 0.048) y un titulo medio de ACPA menor (p = 0.035).

Seis pacientes (4%) presentaron serositis y se asociaron clinicamente

con vasculitis (p = 0.033).

Cinco pacientes (3.3%) con carditis se asociaron con la presencia de
nédulos reumatoides (p = 0.032), una peor calidad de vida (p< 0.001) y una

mayor puntuacion media de DAS28 (p = 0.026).
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Los pacientes con mayor actividad de la enfermedad en el momento
de su inclusién en el estudio presentaron una significativamente peor calidad
de vida (p < 0.001).

1.2 COHORTE DE SUJETOS GRUPO CONTROL.

Para el andlisis comparativo de las frecuencias de HLA de clase | y
KIR se incluyeron en el grupo control 150 individuos sanos, con una
distribucion por sexo de 121 mujeres y 30 hombres, con una media de edad
de 42.62 + 13.43 afios [21-67]. No hubo diferencias significativas respecto al

sexo ni en cuanto a la edad respecto al grupo de pacientes en el momento

del diagndéstico de la Artritis Reumatoide.

TABLA 5. CARACTERISTICAS CONTROLES PACIENTES Significacion
DEMOGRAFICAS CASO-CONTROL N=150 N=151 estadistica

MUJER 117 121
SEXO 0,672,
HOMBRE 33 30
EDAD media en afios £ DE 45,12 + 10,57 42,62 +£13,43 0073
[min-max] [12-73] [21-67] e

DE: Desviacion estandar. , Prueba exacta de Fisher (Chi cuadrado). , Comparaciéon de medias de
muestras independientes (t de Student).

OBJETIVO 2. Analizar las diferencias de frecuencias alélicas
del HLA clasico de clase | (A, By C) entre pacientes con Artritis

Reumatoide y controles.

En primer lugar, se compararon las frecuencias alélicas de los distintos
alelos analizados en los HLA de clase | (A, B y C). Los andlisis resultaron
validos para el estudio de HLA-A en 145 controles y 140 pacientes, para el
HLA-B se obtuvieron 145 controles y 144 pacientes, mientras que para el HLA-

C se obtuvieron resultados para 147 controles y 150 pacientes.
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2.1 HLA-A.

Se observé un total de 18 alelos diferentes en casos y controles, algunos
con baja frecuencia y en el caso del alelo A*39 Unicamente se observé un caso
en el grupo de pacientes y en el de A*69 un Unico caso en el grupo de

controles.

TABLA 6. ESTUDIO FRECUENCIAS ALELICAS CASO-CONTROL HLA-A

CONTROLES 290  PACIENTES 280

wn Win oo Somoeon e
A*01 34 (12) 30 (11) 0,790 :
A*02 70 (24) 82 (29) 0,184 -
A*03 26 (9) 22 (8) 0,654 -
A*11 13 (4) 14 (5) 0,845 :
A*23 7(2) 12 (4) 0,248 -
A*24 23 (8) 28 (10) 0,463 -
A*25 7(2) 4(1) 0,545 -
A*26 16 (6) 10 (4) 0,318 -
A*29 23 (8) 21 (8) 0,876 :
A*30 21 (7) 18 (6) 0,742 -
A*31 7(2) 7 (3) 1,000 -
A*32 8 (2) 8 (5) 1,000 :
A*33 12 (8) 3(2) 0,0335§ 0,24 (0,06-0,88)
A*34 2(1) 1(1) 1,000 -
A*39 0 (0) 1(1) 0,491 -
A*66 3(1) 1(1) 0,624 -
A*68 18 (6) 17 (6) 1,000 -
A*69 0 (0) 1(1) 0,491 -

OR: Razén de probabilidades (Odds ratio), IC: Intervalo de confianza. §: p valor corregido
(pc) > 0.05.

Las frecuencias de los distintos alelos observados fueron superponibles
pacientes y controles, menos en el caso de alelo A*33, que resultd menos
frecuente en el grupo de pacientes (3 casos, 2%) respecto a los controles (12
casos, 8%) (p = 0.033, pc >0.05) OR 0.24 (0.06-0.88). (Tabla 6).
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2.2 HLA-B.

Se observo un total de 28 alelos diferentes en casos y controles, algunos
con baja frecuencia; los alelos B*24, B*37, B*48 y B*56 no se observaron en el

grupo control y el alelo B*47 no se observo en el grupo de pacientes.

En la mayoria de las frecuencias alélicas HLA-B no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles, salvo para
B*38 y B*39. En el caso de B*38, el alelo en el grupo control estuvo presente
en 11 individuos (4%), frente a 2 individuos (1%) en el grupo de pacientes, con
significacion estadistica (p = 0.035, pc >0.05), OR 0.20 (0.04-0.92). El alelo
B39, en el grupo control estuvo presente en 3 individuos (1.6%), frente a 11
individuos (7.6%) en el grupo de pacientes (p = 0.028, pc >0.05), OR 4.05
(1.11-14.84). (Tabla 7).
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TABLA 7. ESTUDIO FRECUENCIAS ALELICAS CASO-CONTROL HLA-B

CONTROLES  PACIENTES 288

SIGNIFICACION RIESGO
LGl e I(\Ilﬁ,/so)x 2) (131:;:)2) ESTADISTICA OR (95% IC)
B*07 25 (8) 24 (8) 1,000
B*08 17 (6) 23 (14) 0,308
B*13 2(1) 4 (1) 1,000
B*14 19 (7) 16 (6) 0,728
B*15 19 (7) 18 (6) 1,000
B*18 29 (10) 21(7) 0,300
B*24 0(0) 1(1) 0,499
B*27 7(2) 8(3) 0,800
B*35 22 (8) 26 (9) 0,550
B*37 1(1) 5(2) 0,115
B*38 10 (4) 2 (1) 0,0355 0.20 (0.04-0.92)
B*39 3(1) 11 (4) 0,028§ 4.05 (1.11-14.84)
B*40 11 (4) 16 (6) 0,332
B*41 5(2) 3(1) 0,725
B*42 1(1) 1(1) 1,000
B*44 38 (13) 45 (16) 0,342
B*45 9(3) 3(1) 0,142
B*47 1(1) 0(0) 0,499
B*48 0(0) 1(1) 0,498
B*49 19 (7) 16 (6) 0,727
B*50 6(2) 8(3) 0,601
B*51 21 (7) 16 (6) 0,497
B*52 5(2) 4(1) 1,000
B*53 5(2) 4(1) 1,000
B*55 6(2) 3(1) 0,504
B*56 0(0) 2(1) 0,248
B*57 5(2) 6(2) 0,771
B*58 3(1) 1(1) 0,624

OR: Razdn de probabilidades (Odds ratio), IC: Intervalo de confianza. §: p valor
corregido (pc) > 0.05.
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2.3 HLA-C.

Se observé un total de 15 alelos diferentes entre casos y controles, algunos
con baja frecuencia y el alelo C*1635 uUnicamente se observé en el grupo de

pacientes.

Las frecuencias alélicas en el HLA-C no mostraron diferencias

estadisticamente significativas entre casos y controles (Tabla 8).

TABLA 8. ESTUDIO FRECUENCIAS ALELICAS CASO-CONTROL HLA-C
CONTROLES 294 PACIENTES 300

HLA-C (N =147 x 2) (N=150x2) SII?SI;ILF[;(I':Q(;:I?AN
N (%) N (%)
c*01 8 (3) 9(3) 1,000
C*02 12 (4) 13 (4) 1,000
C*03 29 (10) 28 (10) 0,889
C*04 31(10) 35 (10) 0,697
C*05 30 (10) 32 (10) 0,894
C*06 22 (7) 32 (11) 0,200
C*07 71 (24) 81 (27) 0,453
C*08 21(7) 16 (5) 0,399
C*12 22 (7) 16 (5) 0,299
C*14 5(2) 5(2) 1,000
C*15 9 (3) 10 (4) 1,000
C*1601 21 (7) 16 (5) 0,399
C*1602 5(2) 2(1) 0,284
C*1635 0 2(1) 0,499
C*17 6 (2) 4 (1) 0,542
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OBJETIVO 3. Analizar las diferencias de frecuencias alélicas de
ligandos KIR entre pacientes con ARy controles: en HLA-C en
funcion de su dimorfismo en las posiciones 77y 80 de la
cadena alfal (C1, C2 respectivamente); en HLA-A'y HLA-B en
funcion del dimorfismo en posicion 77 y la secuencia de

aminoacidos en las posiciones 80 a 83 (Bw4, Bw6).

A continuacion, se exploraron los distintos ligandos KIR agrupandolos en
funcién de los aminoécidos claves en C1, C2, Bw4 y Bw6. Teniendo en cuenta
ambos alelos de cada individuo, para cada condicion se compararon tanto

pacientes homocigotos como heterocigotos.

Este analisis no arroj6 diferencias estadisticamente significativas entre
pacientes y controles, aunque hubo 27 individuos (18%) del grupo de pacientes
gue presentaban alelos C2-C2 frente a 19 individuos (13%) del grupo control,

aungue sin alcanzar significacion estadistica. (Tabla 9).
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TABLA 9. ESTUDIO CASO-CONTROL DE LIGANDOS KIR EN HLA-C (GRUPOS

C1/C2) Y HLA-A ,B (GRUPOS Bw4 Y Bw6)

LIGANDO KIR CONTROLES PACIENTES SIGNIFI(':ACION
HLA-C N/TOTAL (%) N/TOTAL (%) ESTADISTICA
C1-C1 51/147 (35) 45/149 (30) 0.681
C1-C2 77/147 (52) 77/149 (52) 0.903
C2-C2 19/147 (13) 27/149 (18) 0.217
C1X 128/147 122/149 0.328
Bw4 individuos 109/146 (74) 109/151 (72) 0.694
Bw4 homocigotos 39/146 (27) 37/151 (25) 0.691
Bw6 individuos 113/145 (78) 114/151 (75) 0.681
Bw6 homocigotos 42/145 (29) 43/151 (28) 1,000

OBJETIVO 4. Analizar las frecuencias alélicas de genes 'y

haplotipos KIR entre casos y controles.

4.1 GENES KIR.

Se observaron un total de 12 genes KIR diferentes en casos y controles,

todos ellos con buena representacion en ambos grupos.

En la mayoria de las frecuencias alélicas para los diferentes genes KIR no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre casos y
controles, salvo para KIR2DL5, KIR2DS3 y KIR3DS1. KIR2DL5 estuvo
presente en 74 individuos del grupo control (49%) y en 92 individuos (61%) del
grupo de pacientes, diferencia que resulté estadisticamente significativa (p =
0.049, pc >0.05), OR 1.60 (1.01-2.53). KIR2DS3 estuvo presente en 37
individuos del grupo control (25%) frente a 62 individuos (41%) del grupo de
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pacientes, lo que resulté altamente significativo (p = 0.003, pc = 0.036), OR
2.13 (1.30-3.48). Respecto a KIR3DS1, hay que sefialar que estuvo presente
en 60 individuos (41%) del grupo control frente a 81 individuos (54%) del grupo
de pacientes, resultando esta diferencia también significativa desde el punto de
vista estadistico (p = 0.021, pc >0.05), OR 1.73 (1.01-2.74). (Tabla 10).

TABLA 10. ESTUDIO FRECUENCIAS DE GENES KIR CASO-CONTROL

CONTROLES PACIENTES

INHIBIDORES
KIR 2DL1 146 (97) 140(92) 0,109 -
KIR 2DL2 78 (52) 93 (61) 0,104 -
KIR 2DL3 138 (92) 131 (87) 0,190 .
KIR 2DL5 74 (49) 92 (61) 0,049 1.60 (1.01-2.53)
KIR 3DL1 140 (93) 145 (96) 0,318 -
ACTIVADORES
KIR 2DS1 63 (42) 73(48) 0,298 -
KIR 2DS2 79 (53) 94 (62) 0,103 -
KIR 2DS3 37 (25) 62 (41) 0,003¥ 2.13 (1.30-3.48)
KIR 2DS4 139 (93) 144 (95) 0,343 -
KIR 2DS5 48 (32) 53 (35) 0,626 .
KIR 3DS1 60 (41) 81 (54) 0,021§ 1.73 (1.01-2.74)
KIR 2DP1 151(98,1) 146 (96,7) 0,498 -

OR: Razdén de probabilidades (Odds ratio), IC: Intervalo de confianza. §: p valor
corregido (pc) > 0.05. ¥: pc = 0,036.
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4.2 GENOTIPOS KIR.

TABLA 11. ESTUDIO GENOTIPO KIR CASO-CONTROL

GENOTIPO ~ TOTAL ~ CONTROLES ~ PACIENTES SIGNIFICACION RIESGO
KIR (301) (N = 150) (N=151)  ESTADISTICA OR (95% IC)
AA 72 48 24 0.001 0.40 (0.23-0.69)
AB 30 8 22 0.011 3.02 (1.30-7.03)
AB (1,38) 1 0 1 1 )
AB (1, 39) 1 0 1 1 :
AB1 42 24 18 0.32 -
AB2 18 9 9 1 -
AB3 B2B6 20 6 14 0.10 -
AB4 18 5 13 0.08 -
AB5 19 11 8 0.48 -
AB6 30 16 14 0.7 -
AB9 2 1 1 1 -
B1B1 1 1 0 1 -
B1B2 B2B2 3 1 2 1 -
B1B2 B2B3 1 0 1 1 -
B1B4 B2B4 6 3 3 1 -
B1B5 1 1 0 1 :
B2B3 B2B5 2 2 0 0.24 s
B3 363?1:%7 8 5 3 2 0.68 -
B5B6 4 4 0 0.06 -
B6B6 4 2 2 1 -
BB 19 6 13 0.15 -
BB(2,37) 2 0 2 0.49 -

OR: Razon de probabilidades (Odds ratio), IC: Intervalo de confianza

A continuacion, se exploraron los distintos genotipos KIR de forma
individualizada. En este analisis se obtuvieron varios resultados
estadisticamente significativos. EIl genotipo AA estuvo presente en 48 (32%)
controles y en 24 pacientes(16%), con una OR de 0.40 y un intervalo de
confianza de 0.23 a 0.69 (p = 0.001). Por su parte el genotipo AB se presento
en 22 pacientes (14.5%) y 8 controles (5%), lo que arrojé un OR de 3.02 (1-30-
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7.03) (p = 0.011). El resto de los genotipos no presentaron asociacion

estadisticamente significativa. (Tabla 11).

4.2 HAPLOTIPOS KIR.

Seguidamente se estudi6 la asociacién de haplotipos KIR, agrupando a los
individuos del estudio en AA o Bx en funcién de si presentaban o no genes KIR
correspondientes al haplotipo B. Este analisis resulto en una clara diferencia
entre el grupo de pacientes y controles, siendo significativamente mas
frecuente el haplotipo AA en los controles con 49 casos (32%) frente a 24
casos (16%) en el grupo de pacientes, mientras que el haplotipo Bx resulté en
105 casos (68%) en el grupo de controles frente a 127 casos (84%) en el grupo
de pacientes con AR. Estas diferencias arrojaron también un alto grado de
significacion estadistica (p = 0.001), con un OR para haplotipo AA de 0.40
(0.23-0.69) y para haplotipo Bx de 2.49 (1.42-4.33). (Tabla 12).

TABLA 12. ESTUDIO CASO-CONTROL HAPLOTIPOS AGRUPADOS (AA, Bx)
CONTROLES PACIENTES

HAPLOTIPO SIGNIFICACION RIESGO
(N = 150) (N = 151) - )
KIR N (%) N(%) ESTADISTICA OR(95% IC)
AA 48 (32) 24 (15,9) 0.001 0.40 (0.23-0.69)
BX 102 (68) 127 (84,1) 0.001 2.49 (1.42-4.33)

OR: Razdn de probabilidades (Odds ratio), IC: Intervalo de confianza

A continuacion, se exploraron las frecuencias de haplotipos A0l y BO1
teloméricos y centroméricos, obteniendo diferencias significativas en el caso
del cBO1, presente en 54 pacientes y 31 controles (p = 0.003), OR 2.13 (1.27-
3.78). (Tabla 13).
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TABLA 13. ESTUDIO CASO-CONTROL DE FRECUENCIAS DE HAPLOTIPOS KIR CENTROMERICOS Y TELOMERICOS

A tA01 + A cA01 (3) A KIR2DL3 + A KIR2DS4 2 1 ns
A tA01 (18) A KIR2DS4 6 12 ns
A cA01(32) 2 KIR2DL3 20 12 ns

3 KIR2DLS + KIR2DS1 +
tBO1 (135) KIR2DS3 & 2DS5 75 60 ns

¢BO1 (85) . K'RZ%SD';';ZDLS * 54 31 0.003 2.13(1.27-3.78)

A: No presente; 3: Presente; ¢: centromérico; t: telomérico OR: Razén de probablilidades (Odds Ratio); IC: Intervalo de confianza

OBJETIVO 5. Estudiar las combinaciones HLA/KIR en los

pacientes con AR en relacidon con las de la poblacion control.

El estudio de combinaciones HLA y KIR se realizé en varias fases:

5.1 Ligandos KIR en base a dimorfismo en posicion 80 de cadena alfa 1

de HLA-C frente a genes KIR y haplotipos KIR.

En primer lugar, se seleccionaron los casos homocigotos para C1
(C1C1), comparando las frecuencias de haplotipos KIR y presencia de
diferentes genes KIR entre pacientes y controles. Este analisis estadistico no

arrojo diferencias significativas.

A continuacion, se analizaron los casos homocigotos para C2 (C2C2) y
en este caso si que se obtuvieron resultados estadisticamente significativos. En
concreto KIR2DL3 estuvo presente en todos los controles mientras que en 6 de
los 27 pacientes con AR (22%), no estaba presente (p = 0.034, pc >0.05), OR
1.9 (1.42-2.56). KIR3DS1 presentd una frecuencia aumentada en pacientes
(66.6%) frente a controles (31.5%) de forma significativa (p = 0.035, pc>0.05),
OR 4.33 (1.23-15.20).
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Seguidamente se analizaron los casos heterocigotos para Cl1 y C2
(C1C2), y en este caso se obtuvieron varios resultados significativos. La
asociacion con el haplotipo B fue altamente significativa (p = 0.005), OR 3.42
(1.47-7.97) para el grupo de pacientes. El haplotipo BO1 centromérico también
se asoci6 a enfermedad reumatoide (p = 0.023) OR 2.38 (1.18-4.82). KIR2DL2
estuvo presente en el 48% de los controles frente al 69% de los pacientes, lo
gue resulté significativo (p = 0.014, pc >0.05), OR 2.38 (1.23-4.68). KIR2DS2
también presentd diferencias significativas a favor del grupo de pacientes (p =
0.008, pc >0.05) OR 2.5 (1.30-4.92). KIR 2DS3 también presenté frecuencias

mayores en pacientes sin alcanzar significacion estadistica.

A continuacion, se analizaron los casos positivos para Cl1 (C1X),
formado por la suma de casos C1C1 y C1C2. En este caso la asociacion con el
haplotipo KIR B gané significacion (p = 0.002) OR 2.65 (1.43-4.89), y también
aumentaron las diferencias entre pacientes y controles respecto a la frecuencia
de KIR2DS3, alcanzando significacion (p = 0.015, pc >0.05), OR 2.01 (1.17-
3.45). El haplotipo BOl1 centromérico también resultdé significativamente
asociado a pacientes en este grupo (p = 0.016), OR 2.04 (1.16-3.58). (Tabla
14).

5.2. Ligandos KIR en base a dimorfismo en posicion 77 y la secuencia de
aminoéacidos en las posiciones 80 a 83 (Bw4, Bw6) frente a genes KIR y

haplotipos KIR.

En primer lugar, se seleccionaron casos homocigotos para Bw4
comparando las frecuencias de haplotipos KIR y presencia de diferentes genes
KIR entre pacientes y controles. Este analisis estadistico no arrojé diferencias

significativas.

A continuacioén, se seleccionaron los casos homocigotos para Bw6 y en
este caso si se obtuvieron resultados significativos; KIR2DL3 resultd
significativamente menos frecuente en pacientes (p = 0.012, pc >0.05) OR .057
(0.0032-1.03), mientras que KIR2DS3 resulté mas frecuente (p = 0.019, pc
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>0.05) OR 3.36 (1.27-8.94). ElI haplotipo B0l centromérico resultd
significativamente mas frecuente en pacientes (p = 0.006), OR 4.84 (1.59-
14.76).

Seguidamente se seleccionaron los casos para Bw4 en heterocigosis,
obteniendo varios resultados significativos. KIR2DS3 resultd significativamente
mas frecuente en los pacientes (p = 0.009, pc >0.05) OR 2.24 (1.25-4.02), asi
como KIR3DS1 (p = 0.021, pc >0.05) OR 1.95 (1.14-3.35). KIR2DL5 también
fue mas frecuente en los pacientes (p = 0.041, pc >005) OR 1.87 (1.06-3.11) y
el haplotipo Bx se asoci6 al grupo de pacientes (p = 0.007) OR 2.56 (1.33-
4.93), al igual que el haplotipo BO1 centromérico (p = 0.034) OR 2.00 (1.09-
3.67).

Por ultimo, se analizaron los casos heterocigotos para Bw6, en los que
KIR2DL3 resultdé nenos frecuente en pacientes (p = 0.041, pc >0.05), OR 0.343
(0.13-0.91), mientras KIR2DS3 fue mas frecuente en pacientes (p = 0.011, pc
>0.05) OR 2.11 (1.20-3.70) y también KIR3DS1 (p = 0.024, pc >0.05) OR 1.86
(1.10-3.16). El haplotipo Bx también resultd significativamente mas frecuente
en los pacientes (p = 0.003) OR 2.53 (1.35-4.74) asi como el haplotipo BO1
centromérico (p = 0.012) OR 2.20 (1.21-3.99). (Tabla 14).

TABLA 14. ANALISIS MULTIVARIANTE CASO-CONTROL ENTRE LIGANDOS KIR, HAPLOTIPOS Y GENES KIR.
SIGNIFICACION ESTADISTICA (p valor).

Ligando KIR Haplotipo Haplotipo KIR2DL3 KIR3DS1 KIR2DL2 KIR2DS2  KIR2DS3  KIR2DL5
(N) BX cBO1
C1-C1 (96) 0.183 0,471 0.702  0.142 0.539 0.412 0.173  0.151
C2-C2 (46) 1,000 0.335 0.034§ 0.035§  1.000 1.000 0,235 0371
C1-C2 (154) 0.005 0.023 1.000 1.000 0.014§ 0.008§  0.063  0.622
C1X (250) 0,002 0.016 0.680 0204  0.127 0.126  0.015§  0.129
Bw4 homo (76)  0.225 0.213 1.000 0364  0.345 0.345 0.087  0.647
Bw6 homo (85)  0.201 0.006 0.012§  0.195 0.388 0.193 0.019 0274
Bw4 (218) 0.007 0.034 1.000 0.021§  0.413 0.411  0.009§  0.041§
Bw6 (227) 0.004 0.012 0.041§ 0.024§  0.184 0.143  0.011§ 0,061

Significacion por debajo de 0.05. §: p valor corregido (pc) > 0.05. cB01: centromérico B 01
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5.3 KIR2DS3, KIR3DS1 y KIR3DL5 frente a alelos HLA de clase I.

El estudio de los casos KIR2DS3 positivo con respecto a la frecuencia
de alelos de HLA-C en casos y controles no arrojé resultados significativos. Si
gue hubo asociacién con HLA-A*24, presente en 11 pacientes y Unicamente 1
control (p = 0.024, pc >0.05) OR 8.37 (1.03-67.92). En el estudio de
correlaciéon, KIR2DS3 correlacion6 con HLA-C*06 en pacientes (Rho .174, p =
0.033) pero no en controles. Se estudiaron los casos KIR2DS3 y HLA-C*06
positivos, obteniendo 25 casos: 17 fueron pacientes y 8 controles, sin alcanzar

estas diferencias significacion estadistica.

Los casos KIR3DS1 también se analizaron en el mismo sentido, sin
obtener diferencias en cuanto a HLA-C entre pacientes y controles. Si que
resultaron diferentes las frecuencias de HLA-B*35 (p = 0.045, pc >0.05) OR
2.74 (1.01-7.42) y HLA-A*33 (p = 0.011, pc >0.05) OR 0.09 (0.01-0.71). En el
estudio de correlacion, KIR3DS1 correlacion6 con ausencia de HLA-C*07 (Rho
-0.204, p = 0.021) en pacientes, y con presencia de HLA-C*06 (Rho 0.221, p =

0.007) en controles.

La presencia de KIR2DL5 se asoci6 significativamente con una menor
frecuencia de HLA-A*33 en pacientes (p = 0.024, pc >0.05) OR 0.17 (0.04-
0.78). KIR2DL5 correlacioné con HLA-C*06 en controles (Rho 0.217, p = 0.008)

pero no en pacientes.

5.4 Alelos de HLA de clase | con frecuencias significativamente diferentes

entre pacientes y controles frente a genes y haplotipos y KIR.

El estudio de HLA-A*33, B*38 ni B*39 no arrojo diferencias significativas
entre pacientes y controles respecto a su relacion con las frecuencias de genes
KIR ni haplotipos KIR.
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5.5 Correlaciones o ligamientos entre genes KIR. Diferencias entre

pacientes y controles en cuanto a ligandos KIR.

Se estudio la correlacion entre KIR2DS3, KIR3DS1 y KIR2DL5, siendo
positiva entre todos ellos. La més significativa ocurrié entre KIR2DL5 y KIR
3DS1 (Rho 0.766, p <0.001), seguida por KIR2DL5 con KIR2DS3 (Rho 0.589, p
<0.001) y KIR2DS3 con KIR2DS1 (Rho 0.335, p<0.001).

Este hallazgo sugiere un desequilibrio de ligamiento probablemente
relacionado con el haplotipo KIR; en el estudio de correlacién, efectivamente
existe correlacion entre el haplotipo B y haplotipo ¢B01; sobre todo KIR2DS3
(Rho 0.896, p <0.001), KIR2DL5 (Rho 0.566, p<0.001) y KIR3DS1 (Rho 0.284,
p<0.001) con el haplotipo KIR cBO1. EIl haplotipo B correlacion6 también con
KIR2DL5 (Rho 0.622, p<0.001), KIR3DS1 (Rho 0.526, p<0.001) y KIR2DS3
(Rho 0.393, p<0.001).

TABLA 15. CORRELACION ENTRE HAPLOTIPO KIR Y GENES KIR

KIR_Haplot_ KIR_
cod cBO1Hapl | KIR2DS3 | KIR3DS1 | KIR2DLS
Rho de Spearman KIR_Haplot cod  Coeficiente de - ol sl s
correlacion 1,000 ,352 ,393 ,526 ,622
Sig. (bilateral) . ,000 ,000 ,000 ,000
N 301 301 301 301 301
KIR_cBO1Hapl Coeficiente de oo " » "
correlacion ,352 1,000 ,896 ,284 ,566
Sig. (bilateral) ,000 : ,000 ,000 ,000
N 301 301 301 301 301
KIR2DS3 Coeficiente de oo o o .
correlacion ,393 ,896 1,000 ,335 ,589
Sig. (bilateral) ,000 ,000 . ,000 ,000
N 301 301 301 301 301
KIR3DS1 Coeficiente de oo o " ol
correlacién ,526 ,284 ,335 1,000 ,766
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 . ,000
N 301 301 301 301 301
KIR2DLS Coeficiente de o - - o
correlacion ,622 ,566 ,589 ,766 1,000
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 .
N 301 301 301 301 301
" La correlacién es significativa a nivel ,001 (bilateral).
KIR_Haplot_Cod: Haplotipo KIR Bx. KIR_cB01Hapl: Haplotipo KIR centromérico BO1.
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En el estudio de asociaciones entre haplotipo A o Bx y ligandos KIR
(C1/C2/C1x, Bw4/Bwb6 y alelos HLA-C) no se encontraron diferencias entre

casos y controles.

Los haplotipos cB01, tB01, tAO1 y cAOl no se asociaron a diferencias

entre pacientes y controles respecto a ligandos KIR.

La ausencia de haplotipos cAO01 y tAO1 tampoco se asoci6 a diferencias

entre casos y controles respecto a ligandos KIR.

Entre los pacientes con KIR2DL3 negativo (ausencia de haplotipo
centromérico A) Unicamente se encontré un valor medio significativamente
menor de DAS28 (p = 0.012).

OBJETIVO 6: Analizar las frecuencias alélicas de los HLA
clasicos (A, By C), alelos KIR, haplotipos KIR y ligandos KIR
(C1/C2; Bw4/Bw6) en pacientes con AR respecto a variables

cualitativas clinicas.

6.1 HLA-A.

El estudio de las diferentes variantes alélicas observadas en el HLA-A de
los pacientes con AR respecto a las variables cualitativas clinicas estudiadas

arroj6 algunos resultados significativos.

El alelo HLA-A*24 mostr6 un efecto protector frente a la afectacion
ocular, con una frecuencia del 11.5% frente al 35% de aquellos que no
presentaban este alelo (p = 0.019, pc>0.05), OR 0.241 (0.068-0.853).

En el caso de HLA-A*26, positivo en 10 pacientes (8.3%), el 90%
presentaba erosiones frente a la frecuencia global de erosiones del 56.7% en el
grupo de pacientes con AR, lo que resultd estadisticamente significativo (p =
0.043, pc>0.05), OR 6.95 (0.91-53.38).
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El alelo HLA-A*29 fue positivo en 21 pacientes, en cuatro de ellos se
observoé vasculitis cutanea (20%), lo que resultd significativamente superior a la
frecuencia de vasculitis observada (5.3%) en el global de pacientes con AR (p
= 0.005, pc>0.05), OR 11.33 (2.30-55.92).

El alelo HLA-A*39 solamente se observo en un paciente, que presentaba
carditis y eventos cardiovasculares. La frecuencia por tanto era del 100 % en
este paciente, lo que resultd significativamente diferente a la frecuencia

observada en todos los pacientes (p = 0.029, pc>0.05) para carditis.

No se encontraron diferencias significativas en el resto de los alelos
HLA-A estudiados para manifestaciones clinicas de los pacientes ni tampoco
respecto a la afectacién de la calidad de vida ni la actividad inflamatoria de la

enfermedad.
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TABLA 16. FRECUENCIAS ALELICAS HLA-A EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

Resultados

VARIABLES CLINICAS CUALITATIVAS

HLA-A
(N = 140)

A*01 (27)

A*02 (66)

A*03 (19)

A*11 (14)

A*23 (12)

A*24 (26)

A*25 (4)

A*26 (10)

A*29 (18)

A*30 (16)

A*31(7)

A*32(7)

A*33 (3)

A*34 (1)

A*39 (1)

A*66 (1)

A*68 (16)

A*69 (1)

§: p valor corregido (pc) > 0,05.
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6.2 HLA-B.

El estudio de las diferentes variantes alélicas HLA-B de los 144
pacientes tipados con AR respecto a las variables cualitativas clinicas

estudiadas arrojo algun resultado significativo. (Tabla 17)

En el caso de HLA-B *45, de los 5 pacientes positivos 2 (40%)
presentaron vasculitis frente al 0.7% de los pacientes, lo que resultd
significativo (p = 0.006, pc>0.05), OR 54.40 (4.20-704.41).
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TABLA 17. FRECUENCIAS ALELICAS HLA- B EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

VARIABLES CLINICAS CUALITATIVAS
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6.3 HLA-C.

El estudio de las diferentes variantes alélicas observadas en el HLA-C
de los 150 pacientes tipados con AR respecto a las variables cualitativas
clinicas estudiadas arrojo algunos resultados significativos.

El HLA-C*01 estuvo presente en 9 pacientes, dos de ellos (22%)
presentaros serositis, con una incidencia significativamente superior a la
frecuencia observada en el total de pacientes con artritis Reumatoide (4%), (p =
0.042, pc>0.05), OR 9.85 (1.36-63.29).

HLA-C*03 fue positivo en 27 pacientes, de los que 13 (48.1%)
presentaron afectacion ocular, una incidencia significativamente superior al
31.1% observado en los pacientes con AR (p = 0.041, pc>0.05), OR 2.46 (1.05-
5.76).

En el caso de HLA-C*07, de los 74 pacientes portadores de este alelo,
17 (22.9%) presentaron nodulos reumatoides (p = 0.049, pc>0.05), OR 2.57
(1.04-6.39); y 12 (16.2%) neumopatia (p = 0.035, pc>0.05) OR 3.53 (1.08-
11.51). Ambas incidencias resultaron significativamente superiores a las
observadas en el total de pacientes con AR (16.6% y 9.9% respectivamente

para nddulos reumatoides y neumopatia).

No se encontraron diferencias significativas en el resto de los alelos
estudiados del HLA-C para manifestaciones clinicas de los pacientes ni
tampoco respecto a la afectacion de la calidad de vida ni la actividad

inflamatoria de la enfermedad. (Tabla 18).
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TABLA 18. FRECUENCIAS ALELICAS HLA- C EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

VARIABLES CLINICAS CUALITATIVAS

213 8958 823
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C*01 (9) 0O 2 3 2 10 0 0 5 4 3 1 1 1 2 6 0

C*02(13) 4 4 2 0 13 1 2 9 3 6 6 1 2 2 8 1

C*03 (27) 5 4 13§ 0 1 2 0O 2 15 12 7 6 2 8 3 11 5

C*04 (35) 2 11 9 1 02 0O 4 21 16 9 6 4 5 5 17 8

C*05 (31) 4 7 9 0 14 1 1 15 15 9 5 2 7 3 14 7

C*06 (29) 2 4 8 2 11 0 1 12 13 8 7 1 6 6 8 9

Cc*07 (74) 17§ 20 24 4 4 12§ 4 9 45 24 30 13 7 10 8 39 17

C*08 (16) 3 6 8 0 01 0 1 11 8 6 2 0 3 1 10 2
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C*1602(1) 0 0 O 6 10 0 O O O O 1 0 O O 1 O

c*1635(2) 0 2 1 o 10 o0 1 2 0 0 1 1 0 O 2 O

c*17(4) 0 2 1 6 oo o0 1 4 1 1 2 0 O 0 3 1

§: p valor corregido (pc) > 0,05
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6.4 LIGANDOS DE KIR Y HAPLOTIPOS KIR.

El estudio de las diferentes variantes de ligandos KIR y haplotipos KIR
en los pacientes con AR respecto a las variables cualitativas clinicas

estudiadas (Tabla 19), arrojo algun resultado significativo.

En el caso de los pacientes homocigotos para el ligando Bw4 se observo
una incidencia de serositis del 10.8%, lo que resultd significativamente superior
al 4% observado en la cohorte de pacientes (p = 0.032), OR 6.79 (1.19-38.72).

En el caso de los pacientes homocigotos para el ligando Bw6 se observo
una incidencia de eventos cardiovasculares del 18.6%, significativamente
superior al 9.3% observado en los pacientes (p = 0.025), OR 3.89 (1.26-11.98).

El haplotipo BO1 centromérico se asocié a una menor proporcion de nédulos
reumatoideos en el 7.4% de los pacientes (p = 0.024) OR 0.29 (0.09-0.89).

TABLA 19. LIGANDOS KIR. VARIABLES CLINICAS CUALITATIVAS

= (@] (@] [T =2 (@] m m
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wv o m m m m m
(= 142 5 Sl 222 la] s
< m el wn m e
> = > o = >
— > > >
o o
> >
C1-C1 (45) 12 11 17 3 56 1 6 26 16 17 8 4 7 7 24 7
C1-C2 (77) 11 20 23 3 1 9 4 5 45 32 24 13 8 13 10 36 18
c2-C2 (27) 2 5 6 021 03 13 10 9 7 1 6 4 11 6
Bw4 (109) 17 27 31 6 6 11 3 8 60 46 33 21 9 18 18 50 23
Bw4-Bw4 (37) 6 9 10 4# 25 12 24 17 10 6 4 5 9 13 10
Bw6 (114) 19 30 34 4 5 12 3 13 64 47 40 18 9 20 15 56 23
Bw6-Bwé (43)
---..-.----------
AA (24) PEE
BX (127) 23 31 42 5 5 13 5 12 73 50 43 24 10 24 18 62 23
cBO1 (54) £ 15 16 3 1 5 1 6 26 20 21 10 3 11 11 23 9

cBO1: centromérico BO1. 4 : p valor = 0.032, 8 : p valor = 0.025, 4 : p valor = 0.024.
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6.5 KIR.

El estudio de las diferentes variantes alélicas observadas en los genes
KIR de los 151 pacientes con AR respecto a las variables cualitativas clinicas

estudiadas arrojo algunos resultados significativos en varios casos (Tabla 20).

KIR2DL2 estuvo presente en 94 individuos (62%) y respecto a la
actividad inflamatoria, presenté una tasa de pacientes en alta actividad del
13%, significativamente menor que el 20.5% observado en el total de pacientes
(p = 0.003, pc 0.033), OR 0.30 (0.13-0.69).

KIR2DS3, positivo en 62 pacientes, se asocié con una menor incidencia
de ndédulos reumatoides, presentes en el 8% de ellos frente al 16.6 % del total
de AR (p = 0.025, pc>0.05), OR 0.30 (0.11-0.86).

KIR3DS1, positivo en 81 pacientes, se asocid significativamente a una
mayor proporcion de pacientes en remision en el momento de su inclusion en el
estudio, con un 24.6% frente al 17.2% de la cohorte de pacientes (p = 0.008,
pc>0.05), OR 3.50 (1.32-9.29) y una menor proporcion de pacientes con
actividad moderada (p = 0.0016, pc 0.019) OR 0.29 (0.15-0.56).

KIR2DS5, positivo en 53 pacientes, se asocié con una mayor incidencia
de nédulos reumatoides (28.3%), con 15 pacientes (p = 0.006, pc>0.05), OR
3.47 (1.43-8.43).

En los 144 pacientes positivos para KIR 2DP1 (95%), la incidencia de
nédulos reumatoides fue del 15.2%, significativamente inferior a la observada
en el total de pacientes (16.6%) (p = 0.032, pc>0.05), OR 0.12 (0.02-0.75).

No se encontraron diferencias significativas en el resto de los genes KIR
estudiados para manifestaciones clinicas de los pacientes ni tampoco respecto
a la afectacion de la calidad de vida ni la actividad inflamatoria de la

enfermedad.
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TABLA 20. FRECUENCIAS GENES KIR EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE
VARIABLES CLINICAS CUALITATIVAS

= (@] O v =2 le) m m
o O A @M m > < = ACTIVIDAD
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= >
KIR2DL1(140) 22 34 44 6 8 15 5 12 79 55 45 27 13 24 20 67 29
KIR 2DL2 (93) 1 24 32 5 4 7 2 7 51 34 35 17 7 18 15 48 12f
KIR2DL3(131) 20 32 41 6 8 14 5 10 74 50 41 27 13 20 18 64 29
KIR 2DL5 (92) 16 26 29 4 2 12 3 10 50 38 29 20 5 20 15 38 19
KIR3DL1 (145) 23 37 46 5 8 14 5 14 82 55 49 27 14 23 22 69 31
KIR 2DS1 (73) 16 21 21 319 3 7 42 32 20 16 5 17 13 29 14
KIR 2DS2 (94) 12 25 31 5 4 8 2 8 52 35 36 16 7 18 15 47 14
KIR 2DS3 (62) 5§ 17 20 3 15 1 6 30 24 25 10 3 12 13 25 12
KIR2DS4 (144) 22 37 46 5 8 14 5 14 81 55 48 27 14 23 22 69 30
KIR 2DS5 (53) 15§ 14 14 3 2 7 3 6 32 23 12 14 4 13 8 23 9
KIR 3D51 (81) 17 21 24 3 2 9 4 9 46 36 22 17 6 20§ 14 29¥ 18

KIR 2DP1 (146) 22§ 35 46 6 8 15 5 14 82 57 48 28 13 25 21 70 30

§: p valor corregido (pc) > 0,05; ¥: pc = 0.019, razén de probabilidades (OR): 0.29 (0.15-0.56).
£: pc = 0.033, OR: 0.30 (0.13-0.69).

OBJETIVO 7. Analisis de asociacion entre variables cualitativas
de laboratorio en pacientes y las frecuencias alélicas de los

HLA clasicos, ligandos KIR, haplotipos KIR y genes KIR.

7.1 HLA-A.

El estudio de las diferentes variantes alélicas observadas en el HLA-A de
los pacientes con AR respecto a las variables cualitativas analiticas estudiadas

(Tabla 21), mostré algunos resultados significativos.

El alelo A*03, presente en 19 pacientes, se asocié significativamente a
positividad de FR o ACPA (p = 0.0013, pc 0.023), OR 4.73 (1.73-12.98), no
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habiendo ningun paciente negativo para ambas determinaciones que portase

este alelo.

El alelo A*23, presente en 12 pacientes, se asocid significativamente a
positividad de FR o ACPA (p = 0.003, pc>0.05), OR 5.49 (1.61-18.71).

El alelo A*30, presente en 16 pacientes, se asocié a una menor tasa de
positividad para ACPA (p = 0.041, pc>0.05), OR 0.31 (0.11-0.86).

TABLA 21. FRECUENCIAS ALELICAS HLA-A. VARIABLES CUALITATIVAS DE LABORATORIO

FACTOR REUMATOIDE//ACPA ANA ANOES ENAS
3z Q
- = o > > > = D= o Z © z T

(NHi:o) _;% % % § % é % <1/160  >1/160 § § § i ? % § % .E g % g %

O I I I gggS‘%"&gé%’%v%O

= %

' +
A*01 (27) 11 16 10 17 9 3 15 16 11 17 3 1 0 6 0|25 2(0 0 0 0 1
A*02 (66) 29 37 19 47 18 12 36 40 26 4 6 2 2 ; 0|62 4/1 1 1 00
A*03 (19) 6 13 4 15 0 0¥ 9 14 5 17 0 0 0 2 0|18 1|1 0 0O 0 O
A*11 (14) 6 8 5 9 5 1 8 6 8 7 200 5 0)13 1|1 0 0 0O
A*23(12) 9 3 2 10 2 78 3 7 5 7 200 2 1110 2|0 0 0 2 O
A*24 (26) 12 14 7 19 7 6 13 16 10 19 2 1 0 4 0|25 1|0 0 O 0 O
A*25 (4) 2 2 0 4 0 2 2 4 0 4 000 O Of 4 0/00CO0OO0OTO
A*26 (10) 5 5 2 8 2 4 4 7 3 5 011 3 0|8 2|1 0111
A*29 (18) 9 9 6 12 4 7 7 8 10 9 4 2 1 3 017 1|0 0 1 0 O
A*30 (16) 8 8 9§ 7§ 7 B 6 10 6 13 0 0O 0 3 0|16 O0(O0O O O O O
A*31 (7) 5 2 2 5 2 3 2 4 3 4 100 1 0|7 0/00O0GO0O
A*32 (7) 2 5 2 5 2 0 5 3 4 5 000 2 0|7 0j00O0OO0O
A*33 (3) 2 1 2 1 2 0 1 1 2 2 000 1 0|3 0j00O0DO0OO
A*34 (1) 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 000 O O1 0(0O0O0OTO
A*39 (1) 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 000 OO 1 0/00COO0OCO
A*66 (1) 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0O 00O 1 0f0 0|21 00O1O0
A*68 (16) 5 11 4 12 4 1 11 9 7 12 1 0 0 3 0|16 0|0 O O O O

A*69 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 000 OO 1 0/O0CODOO

§: p valor corregido (pc) > 0,05. ¥: pc = 0.023, Razén de probabilidades (OR): 4.73 (1.73-12.98).
ACPA: Anticuerpos anti péptido citrulinado; ANA: Anticuerpos Antinucleares; ANOES: Anticuerpos no organo especificos; ENAS:
Anticuerpos extraibles del ntcleo. MITOCOND: Antimitocondriales, M. LISO: Anti musculo liso.
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7.2 HLA-B.

El estudio de las diferentes variantes alélicas observadas en el HLA-B de
los pacientes con Artritis Reumatoide respecto a las variables cualitativas
analiticas estudiadas arrojo algunos resultados significativos (Tabla 22):

TABLA 22. FRECUENCIAS ALELICAS HLA-B. VARIABLES CUALITATIVAS DE LABORATORIO

FACTOR REUMATOIDE//ACPA ANA ANOES ENAS
- il (@}
HLA-B §§> T 2552939 % 3z2czs
(N=144) = 5 3 3 8 g B | <0 1160 | § 2 g = 2 2| 3 é 2 § = 3 3
' o
% % + . ¥ 2 é ,:E g o 2 o é a|° % =
.+
BY07(24) 13 11 9 15 8 6 10| 14 10 [20 100 3 0[22 1/000 10
B¥08(23) 10 13 8 15 6 6 11| 14 9 |18 101 2 12 1|101 01
B*3(4) 2 2 1 3 1 1 2 4 0 4 000 0 0|4 0/00000
B*4(1) 9 7 7 9 8 1 7 8 8 |20 2 00 4 of[16 0o 0000
B*18(18 8 10 7 11 5 5 8 8 10 [13 121 2 0{17 1/o0100
B*24() 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 000 0 0|1 0[0o000O00O0
B*27¢9) 3 5 3 5 3 0 5 5 3 7 000 1 0|8 0[00000
B*35(26) 15 11 10 16 9 7 10| 17 9 |19 000 7 of2s 1|1 0000
B*37(5) 3 2 2 3 3 1 2 2 3 2 100 2 0|5 o0jooo0o0o0
B*8(2 o0 O0 1 1 0 1 1 2 0 2 000 0 0|2 0[00000
B*39(1) 3 8 2 9 2 1 8 6 5 9 000 2 0|10 1{1 0000
B*40(15) 6 9 3 12 3 3 9 8 7 |12 2111 0fl1 1/o0000
B41(3) 3 0 1 2 1 2 0 2 1 1 1001 0|1 1lo0010
B%2() 1 0 o0 1 0 1 0 1 0 1 o000 0 0|1 0fo0o000O0
B*a4(40) 20 20 8 32 8 13 19| 19 21 |23 621 8 1|38 2(000 11
B45(3 2 1 1 2 1 1 1 1 2 2 100 0 0|3 0lo0o000
B48() ©0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 000 00|00 1/00000
B*49() 7 9 1§ 155 1 6 9 10 6 7 200 7 0|15 1{0 100 0
B*s0(8) 4 4 3 5 3 1 4 5 3 4 100 3 0|7 1{000 10
B*s1(15) 7 8 9 6 7 2 6 12 3 |13 100 1 0ofl14 1/0 0001
B*2(4) 1 3 0 4 0 1 3 3 1 1 000 3 0|3 1lo 1000
B*3(4) 1 3 1 3 1 0 3 3 1 2 100 1 03 0fo0000
B'S5(3) 2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 011 1 0|3 0fo0o000
B'6(2 0 2 0 2 0 0 2 2 0 2 000 0 0|2 0fo0o000
B's76) 1 S5 1 5 0 2 4 5 1 3 100 2 0|6 0{00000
B'8() ©0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 000 0 0|1 0foo0o00O00

§: p valor corregido (pc) > 0,05.
ACPA: Anticuerpos anti péptido citrulinado; ANA: Anticuerpos Antinucleares; ANOES: Anticuerpos no érgano especificos; ENAS:
Anticuerpos extraibles del nicleo. MITOCOND: Antimitocondriales, M. LISO: Anti musculo liso.
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El alelo B*49 se asocioé con una mayor tasa de positividad para ACPA (p =
0.022, pc>0.05), OR 7.86 (1-01-69.45); positivos en 15 de los 16 pacientes con
este alelo (93.7%).

7.3 HLA-C.

El estudio de las diferentes variantes alélicas observadas en el HLA-C
de los pacientes con AR respecto a las variables cualitativas analiticas

estudiadas no presento diferencias estadisticamente significativas. (Tabla 23)

TABLA 23. FRECUENCIAS ALELICAS HLA-C. VARIABLES CUALITATIVAS DE LABORATORIO

FACTOR REUMATOIDE//ACPA ANA ANOES ENAS
il o =}
= ) =]
B (c 0z 2 & = 5 325=z229 % 3z3cz=
(N=151) £ £ 3 3 B S §|svwo 0|3 2 o=l 2 |3 2|F 8¢z o3
(©] o ' + © [=]
S S ‘ | S EE° 20|55 5|° % >
\ +
C*01 (9) 2 73 2 1 6 7 2 8 00 0 1 o8 1|1 0 0 0 0
C*02(13) 6 7 5 8 5 1 7 7 6 0 1 0 0 2 ofl13 oJo o o o o
C*03 (27) 9 18 s 2 5 4 18 15 12 17 2 3 2 5 0|24 3|1 0 0o o0 o
C*04 (35) 19 6 10 25 9 11 15 22 13 23 3 0o 0 9 0|33 2|1 0 0 1 0
C*05 (31) 15 16 12 19 9 10 12 18 13 2 3 1 1 5 o3 1|1 0 1 0 1
C*06 (29) 5 13 10 19 9 7 13 17 12 15 4 0 1 9 ofl2 2/0 1 0 1 0
C*07 (74) 32 42 23 51 18 19 37 41 33 52 7 2 1 12 ofle7 7|2 1 2 1 1
C*08 (16) 8 8 6 10 7 1 8 7 9 11 1 0 0 4 of| 15 1|0 0o 0 0 0O
C*12 (16) 5 1 2 14 2 3 11 10 6 11 1 0 o 4 o 1 2|0 2 0o 0 o
C*14 (5) 3 2 2 3 2 1 2 4 1 5 0 0 0 0o ofs o]0 0 0o o0 0
C*15 (10) 6 4 5 5 5 1 4 9 1 8 i 0 0 1 o110 o0|0 0 0O 0 O
C*1601 (16) 5 11 3 13 2 4 10 6 7 0 2 2 1 1 1|15 1|0 0 1 o0 o
C*1602 (1) 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 o o] 1 oflo o0 0o 0o o0
C*1635 (2) 2 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 o ol 2 o|lo o 0 o0 o
C*17 (4) 3 1 1 3 1 2 1 2 2 2 1 0 0 1 of 3 1o 0o 0o 1 o

ACPA: Anticuerpos anti péptido citrulinado; ANA: Anticuerpos Antinucleares; ANOES: Anticuerpos no érgano especificos; ENAS:
Anticuerpos extraibles del nucleo. MITOCOND: Antimitocondriales, M. LISO: Anti musculo liso.
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7.4 LIGANDOS Y HAPLOTIPOS KIR.

Resultados

El estudio de las diferentes variantes observadas en los ligandos y

haplotipos KIR de los pacientes con AR respecto a las variables cualitativas

analiticas estudiadas mostré algunos resultados estadisticamente significativos

(Tabla 24).

La presencia de haplotipo cB0O1l se asocié con una menor tasa de
positividad para FR (p = 0.017) OR 0.42 (0.22-0.84) y con una menor tasa de

doble positividad para ACPAy FR (p = 0.008) OR 0.40 (0.20-0.80).

TABLA 24. LIGANDOS Y HAPLOTIPOS KIR. VARIABLES CUALITATIVAS DE LABORATORIO

FACTOR REUMATOIDE//ACPA
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C1-C1(45) 16 29 12 33 10 8
C1-C2 (77) 35 42 21 56 19 19
C2-C2(27) 16 11 12 15 10 8
Bw4 (109) 52 57 315 78 28 28
Bw4-Bw4 (37) 17 20 8 29 8 10

Bw6 (114) 55 59 38 76 23 28

Bw6-Bwé (43) 22 21 17 26 s 9

HAPLOTIPOS KIR (N = 151)

N
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39

9

53

19

53

19

21

53

14

67

23

67

21

24

24

13

42

14

47

22
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26

103

35

106
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18 B8 B R0S S0

AA (24) 11 13 10 14 8 5
BX (127) 58 69 36 91 32 31
BO1c (54) 32 22f 21 33 18 17

11

64

19¥

16

73

32

54

22

£:p 0.017, razén de probabilidad (OR) 0.42 (0.22-0.84). ¥: p 0.008, OR 0.40 (0.20-0.80).
ACPA: Anticuerpos anti péptido citrulinado; ANA: Anticuerpos Antinucleares; ANOES: Anticuerpos no érgano especificos; ENAS:
Anticuerpos extraibles del niicleo. MITOCOND: Antimitocondriales, M. LISO: Anti musculo liso.

7.5 KIR.
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El estudio de las diferentes variantes alélicas observadas en los genes KIR de

los pacientes con Artritis Reumatoide respecto a las variables cualitativas

analiticas estudiadas no arrojo resultados estadisticamente significativos

TABLA 25. FRECUENCIA DE GENES KIR. VARIABLES CUALITATIVAS DE LABORATORIO

KIR
(N =151)

KIR 2DL1 (140)
KIR 2DL2 (93)

KIR 20L3 (131)

KIR 2DLS (92)

KIR 3DL1 (145)

KIR 2051 (73)
KIR 2D52 (94)
KIR 2D53 (62)
KIR 2D54 (144)

KIR 2DS5 (53)

KIR 3051 (81)

KIR 2DP1 (146)

ACPA: Anticuerpos anti péptido citrulinado; ANA: Anticuerpos Antinucleares; ANOES: Anticuerpos no dérgano especificas; ENAS: Anticuerpos
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OBJETIVO 8. Analisis de asociacion entre variables cualitativas

de tratamiento en pacientes y las frecuencias alélicas de los

HLA clasicos (A, By C), ligandos KIR, genes y haplotipos KIR.

8.1 HLA-A.

El estudio de la frecuencia de utilizaciéon de corticoide, metotrexato,

inmunosupresor, biolégico, numero de FAME utilizados y numero de biolégicos

utilizados no mostré diferencias estadisticamente significativas para los

distintos alelos de HLA-A.
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TABLA 26. FRECUENCIAS ALELICAS HLA-A. VARIABLES CUALITATIVAS DE TRATAMIENTO

Cortic Metot FAME Biolog Numero FAME Numero de Biolog
HLA-A
Sl NO | Sl NO | SI NO | Sl NO |1 2 3 1 2 3 4 5
A*01 (27) 18 9 14 13 19 8 26 1 19 0 0 22 4 0 0 0
A*02 (66) 38 28 | 44 22 53 13 | 57 9 49 3 1 43 9 4 0 1
A*03 (19) 8 11 12 7 17 2 18 1 16 0 1 11 4 0 2 1
A*11 (14) 6 8 7 7 11 3 13 1 11 0 0 11 1 0 1 0
A*23 (12) 8 4 10 2 12 0 12 0 11 1 0 12 0 0 0 0
A*24 (26) 10 16 20 6 21 5 23 3 20 0 1 17 3 3 0 0
A*25 (4) 3 1 3 1 3 1 3 1 3 0 0 1 0 0 1 1
A*26 (10) 6 4 7 3 9 1 10 0 9 0 0 9 0 0 1 0
A*29 (18) 10 8 13 5 14 4 15 g 12 1 1 11 2 2 0 0
A*30 (16) 11 5 8 8 10 6 15 1 10 0 0 12 3 0 0 0
A*31(7) 7 0 3 4 5 2 7 0 5 0 0 5 0 1 0 1
A*32(7) g 4 g 4 3 4 6 1 4 0 0 5 0 1 0 0
A*33(3) 2 1 1 2 2 1 3 0 2 0 0 2 1 0 0 0
A*34 (1) 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
A*39 (1) 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
A*66 (1) 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
A*68 (16) 13 3 11 5 12 4 13 3 12 0 0 12 0 0 1 0
A*69 (1) 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
Cortic: corticoesteroides; Metot: Metotrexato; FAME: Farmacos modificadores de la enfermedad: Biolog: farmacos bioldgicos; Nimero
FAME: nimero de FAME en tratamiento combinado; Numero Biolog: nimero de agentes bioldgicos en la historia del paciente.

8.2 HLA-B.

En el estudio de la frecuencia de utilizacion de corticoide, metotrexato,
inmunosupresor, biolégico, numero de FAME utilizados y numero de biol6gicos
utilizados para los distintos alelos de HLA-B si aparecieron algunas diferencias

estadisticamente significativas.
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HLA-B

B*07 (24)
B*08 (23)
B*13 (4)
B*14 (16)
B*18 (18)
B*24 (1)
B*27 (8)
B*35 (26)
B*37 (5)
B*38 (2)
B*39 (11)
B*40 (15)
B*41 (3)
B*42 (1)
B*44 (40)
B*45 (3)
B*48 (1)
B*49 (16)
B*50 (8)
B*51 (15)
B*52 (4)
B*53 (4)
B*55 (3)
B*56 (2)
B*57 (6)
B*58 (1)

Cortic
SI NO
8§ 16§
188 5§
3 1
5§ 11%
13 5
0 1

2
11 15

5 0
1 1
3 8
9 6
2 1
1 0
21 19
2 1
1 0
8 8

3
11 4

3 1
3 1
1 2
0 2
3 3
1 0

Metot

Sl NO
11 13
18 5

1 3

6 10
13 5

1 0

6 2
15 11
2 3

1 1

6 5

9 6

2 1

0 1
25 15
2 1

1 0
1 5

6 2
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1 3

2 2

3 0

2 0

3 3

1 0
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Resultados

TABLA 27. FRECUENCIAS ALELICAS HLA-A. VARIABLES CUALITATIVAS DE TRATAMIENTO

Numero FAME

Numero de Biolog

o O O O O O N N U B P N KRB O N FB O N O N O N B O kP o N
o » O © O O » O O O O W O O N N O O » » O O O O O O W
0O O O O O O O O O O O N O O O O O 0O w o 0o 0o o o oo P M~

O O O O O O O O O O 0O 0O 0O 0o 0O 0O o o +»r O o »Br o o r»r o un

§: p valor corregido (pc) > 0,05. Cortic: corticoesteroides; Metot: Metotrexato; FAME: Farmacos modificadores de la enfermedad:
Biolog: farmacos bioldgicos; Nimero FAME: numero de FAME en tratamiento combinado; Niumero Biolog: nimero de agentes

biolégicos en la historia del paciente.

HLA-B*07 (p = 0.013, pc>0.05), OR 0.31 (0.12-0.78) y HLA-B*14 (p =

0.034, pc>0.05), OR 0,3 (0.1-0.92) se asociaron significativamente a una menor

utilizacién de corticoide en el momento del estudio. Por el contrario, HLA-B*08

se asocié con un mayor requerimiento de corticoide (p = 0.037, pc>0.05), OR
3.2(1.11-9.19).

Por ultimo, HLA-B*13 se asoci® a una menor tasa de utilizacion de
FAME (p = 0.031, pc>0.05), OR 0.08 (0.01-0.83).
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8.3 HLA-C.

El estudio de la frecuencia de utilizacion de corticoide, metotrexato,
inmunosupresor, biolégico, nUmero de FAME utilizados y nimero de biol6gicos
utilizados para los distintos alelos de HLA-C presenté algunas diferencias

estadisticamente significativas.

HLA-C*06 se asocié con una menor tasa de uso de FAME (p = 0.022,
pc>0.05), OR 0.34 (0.14- 0.82) y HLA-C*04 a un mayor numero de pacientes

gue precisaron un cuarto biolégico (p = 0.047, pc>0.05).

TABLA 28. FRECUENCIAS ALELICAS HLA-C. VARIABLES CUALITATIVAS DE TRATAMIENTO

Cortic Metot FAME Biolog Numero FAME Numero de Biolog
HLA-C

Sl NO S| NO SI  NO Sl NO 1 2 3 1 2 3 4 5
Cc*01(9) 4 5 7 2 8 1 6 3 7 1 0 5 1 0 0 0
C*02 (13) 7 6 9 4 11 2 13 0 9 2 0 9 1 2 1 0
C*03 (27) 16 11 19 8 24 3 25 2 24 0 0 15 5 2 2 1
C*04 (35) 17 18 21 14 25 6 33 2 29 0 0 27 0 2 38 1
C*05 (31) 18 13 18 13 25 6 27 4 25 0 0 20 4 1 1 1
C*06 (29) 18 11 13 16 | 18 115 | 28 1 17 0 1 23 5 0 0 0
C*07 (74) 41 33 48 26 61 13 64 10 56 3 2 49 12 2 0 1
C*08 (16) 5 11 6 10 10 6 13 3 10 0 0 10 2 1 0 0
C*12 (16) 10 6 10 6 13 3 13 8] 12 1 0 12 0 0 1 0
C*14 (5) 2 3 3 2 3 2 4 1 3 0 0 3 1 0 0 0
C*15 (10) 7 3 5 5 7 3 10 0 6 1 0 6 3 0 1 0
C*1601 (16) 12 4 5 11 13 3 14 2 10 2 1 10 1 2 1 0
C*1602 (1) 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
C*1635 (2) 1 1 1 1 1 1 2 0 1 0 0 1 0 1 0 0
C*17 (4) B 1 &) 1 4 0 g 1 4 0 0 3 0 0 0 0
§: p valor corregido (pc) > 0,05. Cortic: corticoesteroides; Metot: Metotrexato; FAME: Farmacos modificadores de la enfermedad: Biolog:
farmacos bioldgicos; Niumero FAME: nimero de FAME en tratamiento combinado; Nimero Biolog: nimero de agentes biolégicos en la historia
del paciente.
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8.4 LIGANDOS Y HAPLOTIPOS KIR.

El andlisis de la frecuencia de utilizacion de corticoide, metotrexato,
inmunosupresor, biolégico, nUmero de FAME utilizados y nimero de biol6gicos
utiizados para los distintos ligandos KIR y haplotipos KIR, no arrojaron

diferencias significativas.

TABLA 29. LIGANDOS KIR Y HAPLOTIPOS KIR. VARIABLES CUALITATIVAS DE TRATAMIENTO

Cortic

Sl NO

LIGANDOS KIR

Metot

FAME

Sl NO

Biolog

NUmero FAME

Numero de Biolog

C1-C1 (45) 24 21 30 15 36 9 36 9 33 2 1 27 5 3 1 0
C1-C2 (77) 43 34 43 45 32 15 | 70 7 58 3 1 52 12 2 2 2
C2-C2 (27) 16 11 16 15 12 8 26 1 19 0 0 21 1 2 2 0
Bw4 (109) 62 47 69 40 83 26 | 100 9 79 2 2 77 14 6 2 1
Bw4-Bw4 (37) 23 14 25 12 28 9 34 3 26 1 1 28 3 2 1 0
Bw6 (114) 62 52 71 43 93 21 | 100 14 89 3 1 76 14 4 4 2
Bw6-Bwb (43) 20 23 24 19 33 10 | 35 8 31 2 0 28 3 2 1 1

HAPLOTIPOS KIR

AA (24) 17 7 14 10 17 7 21 3 14 1 2 15 3 1 0 2
BX (127) 67 60 78 49 102 25 (113 14 98 4 0 86 15 7 5 0
BO1c (54) 29 25 29 25 39 15 | 47 7 36 3 0 34 8 4 1 0

Cortic: corticoesteroides; Metot: Metotrexato; FAME: Firmacos modificadores de la enfermedad: Biolog: farmacos bioldgicos; Numero FAME:
nimero de FAME en tratamiento combinado; Nimero Biolog: numero de agentes bioldgicos en la historia del paciente.

8.5 GENES KIR.

El estudio de la frecuencia de utilizacion de corticoide, metotrexato,
inmunosupresor, biolégico, numero de FAME utilizados y nimero de biolégicos
utiizados para los distintos genes KIR arrojaron algunas diferencias

estadisticamente significativas.

KIR 3DL1 (p = 0.019, pc>.05), OR 8.36 (1.457-47.93) y KIR 3DS4 (p =
0.037, pc>.05), OR 5.524 (1.169-26.098) se asociaron con una mayor tasa de

uso de FAME. Por su parte, KIR 2DL3 fue positivo en los dos pacientes con
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FAME en triple terapia, lo que resultd estadisticamente significativo (p = 0.035,
pc>0.05).

TABLA 30. LIGANDOS KIR Y HAPLOTIPOS KIR. VARIABLES CUALITATIVAS DE TRATAMIENTO

Cortic Metot FAME Biolog Ndmero FAME Numero de Biolog

KIR S NO SI NO | NO  SI NO 1 2 3 1 2 3 4 5
KIR 2DL1 (140) 79 61 83 57 109 31 124 16 102 5 2 93 17 8 4 2
KIR 2DL2 (93) 50 43 56 37 74 19 83 10 70 4 0 62 10 6 S 0
KIR 2DL3 (131) 74 57 78 58 102 29 116 15 98 2 2§ 87 16 8 g 2
KIR 2DL5 (92) 48 44 52 40 69 23 81 11 66 3 0 60 12 6 3 0
KIR 3DL1 (145) 8 64 90 55 117§ 28§ 130 15 110 5 2 98 17 8 5 2
KIR 2DS1 (73) 42 31 40 33 54 19 63 10 52 2 0 51 5 5 2 0
KIR 2DS2 (94) 51 43 56 38 74 20 8 10 70 4 0 63 10 6 5 0
KIR 2DS3 (62) 33 29 33 29 47 15 54 8 44 3 0 41 8 4 1 0
KIR 2DS4 (144) 80 64 89 55 116§ 28§ 129 15 109 5 2 97 17 8 5 2
KIR 2DS5 (53) 28 25 33 20 41 12 47 6 40 1 0 35 7 2 2 0
KIR 3DS1 (81) 47 34 44 37 61 20 70 11 58 3 0 55 6 6 3 0
KIR 2DP1 (146) 79 67 88 58 115 31 129 17 108 5 2 98 17 8 4 2

§: p valor corregido (pc) > 0,05. Cortic: corticoesteroides; Metot: Metotrexato; FAME: Farmacos modificadores de la enfermedad: Biolog: farmacos
biolégicos; Numero FAME: numero de FAME en tratamiento combinado; Numero Biolog: nimero de agentes biolégicos en la historia del paciente.

OBJETIVO 9. Analisis de asociacion entre variables
cuantitativas seleccionadas y las frecuencias alélicas de los
HLA clasicos, ligandos KIR, haplotipos KIR, genes KIR y otras
asociaciones que hubieran resultado significativas en el

estudio caso-control.

Para mayor simplicidad se realizo el estudio comparativo de los valores
de las diferentes variables cuantitativas en aquellos resultados significativos en

el estudio caso-control.

En el caso de HLA B*38, a pesar de ser positivo Unicamente en dos
pacientes, se obtuvo un valor medio significativamente menor de ACPA (p =
0.005) y mayor valor medio de C3 (p = 0.004).

En los pacientes portadores de KIR 2DS3 se obtuvo un resultado medio

menor de FR en los pacientes que presentaban este alelo (p = 0.032).
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Cabe destacar que el haplotipo BO1 centromérico se asocio a un titulo
significativamente menor de FR (p = 0.02), ACPA (p = 0.048), C3 (p = 0.003) y
C4 (p = 0.03).

TABLA 31. VARIABLES SIGNIFICATIVAS EN EL ESTUDIO CASO-CONTROL. COMPARACION DE MEDIAS RESPECTO A VARIABLES CUALITATIVAS

RES:‘ICI'I?(:IDE ACPA VSG PCR E:::u‘:_l- c ca DAS28
HLA A*33 S| 230,00 116,67 1567 110 45,67 123,00 32,00 2,8200
NO 101,35 139,17 24,53 1,098 42,45 123,20 24,81 3,9388
HLA B*38 sl 107,00 15,00 22,00 535 39,50 186,00 56,00 2,5800
NO 102,86 141,00 24,63 1,082 42,43 122,04 2475 3,9113
HLA B+39 sl 117,59 214,00 23,55 395 39,09 121,64 25,99 3,7945
NO 101,70 133,06 24,68 1,132 42,66 123,04 25,12 3,9010
] 76,54 129,94 2517 1,465 42,49 120,54 24,48 3,8114
IR 2013 NO 149,42 155,78 22,77 446 42,83 125,42 25,71 4,0895
] 63,16 121,55 23,15 904 42,98 117,29 24,01 3,8024
IR 2053 NO 134,18 152,92 2499 1,187 42,37 126,04 25,63 4,0020
] 74,70 138,50 23,81 1,531 41,72 120,37 24,22 3,7510
IR 3051 NO 140,10 141,82 24,74 519 43,67 124,86 25,83 4,1157
Bx 94,70 144,50 23,72 1,197 41,79 122,52 25,12 3,8596
HAPLOTIPO KIR
AA 159,61 116,43 26,88 415 47,04 122,08 24,12 4,2400
S| 57,97 108,63 21,88 795 41,93 113,14 22,49 3,78
HAPLOTIPO cBO1
NO 131,21 157,52 25,53 1,224 43,01 127,62 26,33 3,99

ACPA: Anticuerpo anti péptido citrulinado; VSG: Velocidad de sedimentacién globular; PCR: Proteina C reactiva; DAS28: disease activity score
28.
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Discusién

Con respecto al primer objetivo del presente trabajo, destacar que se
presenta un estudio genético de caso control en el que se incluyen 301

individuos, 151 pacientes con AR y 150 controles.

La poblacion control no presenta diferencias significativas respecto a la
poblacion de pacientes en cuanto a sexo y edad en el momento del debut de la
AR, por lo que se puede considerar adecuada para la comparacion activa de
las frecuencias alélicas estudiadas.

La representatividad de nuestra muestra de pacientes con AR viene
determinada por el origen geografico de la muestra y las caracteristicas
demograficas de la misma. En el Sureste de Espafa la poblacion es
fundamentalmente caucasica, con algunos pacientes norte africanos que
también pertenecen a ese mismo ancestro, aunque con algunas minimas
diferencias. En un metaandlisis holandés se profundiza en el hecho de que
tanto la incidencia, prevalencia y caracteristicas clinicas de los pacientes varia
en funcion del area geografica, siendo mas severa y frecuente en poblacién
blanca respecto a africanos y asiaticos; la causa seria multifactorial atendiendo

a factores genéticos y ambientales (184).

Nuestros pacientes con AR tuvieron una predominancia de sexo
femenino (80%) y una edad media de debut de la enfermedad de 42 afos.
Como se ha mencionado en el apartado de epidemiologia la incidencia en
Espafna de la AR es mayor en mujeres (0.6%) respecto a los hombres (0.2%)
por lo que era esperable una mayor proporcion de mujeres en la muestra. En el
estudio EPISER 2000 la frecuencia de sexo femenino fue del 80%, igual que en
el presente estudio. Los controles presentan una proporcion similar con
respecto al sexo y también con respecto a la edad de debut de la enfermedad.
La edad media en el momento de la inclusion en el estudio fue de 56.3 afios,
mientras en el estudio EPISER 2000 fue de 59 afios. En el estudio EPISER
2016, la media de edad en el momento de inclusion fue de 60,48 afios y la
proporcién de sexo femenino fue del 61.5% (36). Otro aspecto destacable seria
la mayor incidencia reportada en este Ultimo estudio al aplicar los criterios

diagnésticos ACR de 2010 mas modernos.
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Discusién

El tiempo de duracion de la AR en nuestros pacientes fue de 162 meses
de media que suponen mas de 13 afios de evolucion, con una gran desviacion
estandar de mas 10 afios, abarcando desde un mes hasta 48 afios de
evolucion de la enfermedad. La mediana fue 10 afios de evolucion de
enfermedad, lo que indica que se trata de una poblacion fundamentalmente de
AR persistente de larga evolucion; esto no es sorprendente ya que muchas de
las muestras se obtuvieron en las instalaciones de Hospital de Dia previo a la
infusién de tratamiento bioldgico. Los niveles de actividad inflamatoria indican
una alta tasa de enfermedad activa en el momento del andlisis a pesar de las
altas tasas de tratamiento con corticoide (56%), FAMEs (79%) y FAME
biolégico (89%). Por tanto, podemos afirmar que nuestra poblacion con AR es

predominantemente cronica y refractaria.

Respecto a las caracteristicas clinicas de los pacientes con AR, como se
ha mencionado la AR es una enfermedad heterogénea con variabilidad en

cuanto a las manifestaciones clinicas entre las distintas series de pacientes.

Nuestros pacientes presentaron erosiones radiograficas en el 56.7% de
las radiografias de manos y/o pies; la enfermedad erosiva se asocido a
osteoporosis, mayor actividad de la enfermedad, positividad para ACPA y/o FR,
una VSG media mas elevada, mayor edad en el momento de inclusion en el
estudio y mas tiempo de evolucion de la AR. Esta cifra de erosiones es
relativamente baja en relacion a lo esperable en una cohorte de AR de tan
larga evolucién. En una serie de pacientes chinos de reciente diagndstico
encontraron una prevalencia de enfermedad erosiva del 60% y en la mayoria
de ellos las erosiones ocurrieron en los dos primeros afios de enfermedad,
sobre todo asociadas a la presencia de anemia, nddulos reumatoides y
positividad para ACPA (185). Sin embargo, un estudio colombiano en 500
pacientes con AR de cinco afios de evolucion encuentra una prevalencia de
enfermedad no erosiva del 2% en sus pacientes después de realizar TC y
Ecografia y relaciona la ausencia de erosiones con una enfermedad mas leve y
negatividad para ACPA (186). Estas diferencias probablemente también estén
determinadas por diferencias genéticas de ambas poblaciones, ademas del uso

de técnicas mas sensibles en la deteccion de erosiones.
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Cuarenta y siete pacientes (31.1%) presentaron complicaciones
oculares, lo que esta en linea con lo observado por un estudio serbio realizado
en 691 pacientes en el que encontraron afectacion ocular en el 27.2% de los
pacientes (187). No se encontraron asociaciones significativas en los pacientes
con sintomas oculares respecto a la calidad de vida, actividad de la
enfermedad, presencia de erosiones ni el resto de las manifestaciones
extraarticulares. Treinta y seis pacientes (26.8%) presentaban una osteoporosis
establecida, que se asoci6é significativamente con una mayor edad en el
momento de la inclusion en el estudio, un mayor tiempo de evolucién de la
enfermedad y una menor tasa de positividad y titulo medio de FR. No se
encontré asociacion de osteoporosis con otras complicaciones extraarticulares,
calidad de vida, actividad de la enfermedad, uso de corticoides ni presencia de
erosiones. Estos hallazgos son esperables en una poblacion mas envejecida y
con mayor tiempo de evolucion. En cuanto a la menor tasa de positividad de
FR, un estudio chino relaciono la positividad de FR y ACPA con una mayor tasa
de osteoporosis en cuello femoral y elevacion del riesgo de fractura (188), algo

gue no observamos en nuestra cohorte.

Veinticinco pacientes (16.8%) presentaron nodulos reumatoides, una
proporcion que entra dentro de lo esperable ya que segun observaciones
previas hasta en el 7% de los pacientes al diagndéstico y hasta el 30% de ellos
los pueden presentar durante la evolucion de la enfermedad. Se ha asociado la
presencia de nédulos a la positividad de factor reumatoide y a la presencia de
otras manifestaciones extraarticulares de AR, particularmente severas en
aguellos pacientes que presentan nodulos en los primeros dos afios de
enfermedad y también en aquellos con nédulos pulmonares y cardiacos. En
nuestra cohorte observamos su asociacion con positividad para FR, ACPA,

carditis y neumopatia.

Quince pacientes (9.9%) presentaron una enfermedad intersticial
pulmonar. La asociacién pulmonar es relativamente frecuente en la AR y se ha
asociado a sexo masculino, positividad para FR y ACPA, alta actividad
inflamatoria e historia de tabaquismo (189). En nuestros pacientes, sin
embargo, Unicamente se encontré asociacion con la presencia de nodulos

reumatoides.
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El riesgo cardiovascular en la AR estd aumentado, en relacion sobre
todo con la actividad inflamatoria persistente y elevacion persistente de
reactantes de fase aguda. De hecho, en las Ultimas guias de la Sociedad
Europea de Cardiologia se recomienda utilizar un factor multiplicador x 1.5 en
pacientes con AR (190). En nuestra cohorte, catorce pacientes (9.3%) tenian
antecedente de evento cardiovascular y se relacionaron, como era de esperar,
con una mayor media de edad en el momento de la inclusion, mayor actividad

inflamatoria y menor tasa de remision.

La vasculitis cutanea es relativamente infrecuente en la AR, ocurre entre
el 2 y el 5% de los pacientes, generalmente en pacientes varones con alta
actividad inflamatoria, erosiva, seropositiva y de larga duracion (191). En
nuestra serie 8 pacientes (5.3%) habian presentado vasculitis cutanea que se
asocio6 significativamente la presencia de serositis, una peor calidad de vida y

sorprendentemente a un menor titulo medio de ACPA.

La serositis en la AR es rara y sobre todo en el inicio de la enfermedad,
debe hacer pensar en otros diagnésticos como la Enfermedad de Still o el
Lupus Eritematoso sistémico. En nuestra serie de pacientes, unicamente seis

(4%) presentaron serositis, lo que se asocio a vasculitis.

Por dltimo, la carditis se presenté en cinco pacientes (3.3%), asociada
con nédulos reumatoides, una peor calidad de vida y una mayor actividad de la
enfermedad medida por DAS28, lo que estd dentro de lo esperable en una

cohorte de estas caracteristicas.

En lo referente a los datos de calidad de vida y actividad de la
enfermedad nuestros pacientes presentaron en su mayoria (67.7%) una
actividad moderada o severa, y una calidad de vida relativamente bien
conservada, con un 71% de pacientes con afectacion nula o afectacion leve.
Como era de esperar aquellos con aumento de actividad inflamatoria
presentaron peor calidad de vida. Una posible explicacion seria el hecho de
gue los pacientes se encontraban en su mayoria en el momento previo a la
infusion del tratamiento intravenoso, que es el momento en que menos
cantidad de medicamento tienen en su organismo y por tanto pueden presentar

mayor actividad o recuento articular sin que ello se refleje en su calidad de vida
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global, que se pregunta respecto a la ultima semana y el dltimo mes. La edad
media de 56 afos es relativamente baja y también ha podido influir en una

calidad de vida relativamente conservada.

En cuanto a las pruebas de laboratorio, los valores medios de VSG y
PCR reflejan una actividad inflamatoria por encima de lo normal, algo esperable
en este contexto. Los niveles de complemento se encuentran en valores
normales o por encima de lo normal en una amplia mayoria de pacientes, lo
gue indica que no hay consumo de complemento, algo, por otra parte, conocido
en la AR. Las tasas de positividad de FR, resultaron algo bajas (54.3%)
respecto a lo esperado, que se situaria en una horquilla del 50 al 70% de los
pacientes, al igual que la positividad para ACPA, que en nuestra cohorte se
sitla en el extremo superior de esta horquilla (69.5%). La doble positividad es
mas rara y se sitla cerca del 49% vy la positividad de FR o ACPA llega al 73.5%
de los pacientes, lo que sitla nuestra tasa de seronegativos en el 26.5%, que
seria del todo esperable en una cohorte de estas caracteristicas. En cuanto a la
positividad para anticuerpos antinucleares, en nuestra cohorte se sitla en el
41.1%, una tasa esperable en la artritis reumatoide donde la positividad de
estos autoanticuerpos se sitia en torno al 50%. (192). En cuanto al resto de
anticuerpos incluidos en el estudio no se han reportado beneficios en su
determinacién en la AR, pero se piden habitualmente en practica clinica
durante el proceso diagndéstico para excluir otros procesos autoinmunes

concomitantes.

Por altimo, los tratamientos utilizados en nuestros pacientes reflejan una
elevada tasa de tratamiento cronico con corticoides (56%) aunque a dosis
bajas (en torno a 5 mg de prednisona o equivalente). Esto probablemente
refleje el uso comun de corticoesteroides a dosis bajas como FAME, una
practica de larga tradicion que estd ampliamente extendida (193). Respecto al
uso de otros FAME, la tasa de tratamiento con FAMESs fue del 79% en nuestros
pacientes, una alta proporcion que refleja probablemente también la necesidad
de su uso para evitar la aparicion de anticuerpos antifarmaco bioldgico,
especialmente en el caso de infliximab. Metotrexato (72%) y leflunomida (24%)
fueron los FAMEs mas utilizados, una minoria de pacientes recibié otros

FAMEs, casi siempre en combinacion como marcan las recomendaciones de
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las principales sociedades cientificas (194). En cuanto a los FAMED la tasa de
tratamiento (89%) resultd6 aun mayor que para los FAMEs, con una clara
dominacion de tratamientos intravenosos (infliximab, tocilizumab y abatacept);
la razén para esto es que los pacientes se reclutaron en el hospital de dia de
reumatologia y la extraccidbn de muestras se realizaba al mismo tiempo que se
colocaba la via para la administracion del tratamiento. Destacar que el 75% de
los pacientes conservaban el primer biolégico pautado y que solo el 24%
tuvieron que progresar a otro tratamiento biolégico. Todos estos datos son
medidas indirectas de eficacia y tolerabilidad del tratamiento biolégico (195).
También hay que sefalar que, dados los niveles de actividad de la enfermedad,
posiblemente algunos pacientes se habrian beneficiado de un cambio de

tratamiento biolégico en el momento de la entrevista clinica.

En cuanto al seqgundo objetivo, el estudio comparativo de frecuencias

alélicas de HLA de clase | entre pacientes y controles resulté en general poco
fructifero, ya que Unicamente un alelo del locus A y dos alelos del locus B
resultaron significativamente asociados a la presencia de AR, y ademas al
aplicar el factor de correccion de Bonferroni se perdia la significacion en todos
los casos. No es sorprendente ya que nuestro tamafio muestral no es
comparable con otros estudios publicados. En una revisiéon reciente (6), se
discute el papel del HLA-C en enfermedades reumaticas. Varios estudios
basados en el analisis masivo de genes (genome wide sequencing analysis o
GWAS) han encontrado asociacion de la AR con otras regiones dentro y fuera
del HLA, incluidos los locus HLA-A, B y C (196), también en términos de

expresion génica e interaccion proteica (197).

Un estudio similar al aqui expuesto se realiz6 en Noruega (4) pero
incluyendo una muestra de casi mil pacientes y controles. En dicho estudio se
realizo tipaje de HLA A, B, C y DR, y se observé una asociacion significativa

HLA-C, particularmente HLA-C*03, en AR seropositiva.

Un estudio sueco (112) comparando pacientes con AR positiva y
negativa para ACPA, observé una asociacion de HLA-C*03 con AR ACPA
positiva y se asocié a vasculitis reumatoide mientras que HLA-C*06 y C*12 se

asociaban negativamente a seropositividad y HLA-C*07 a pacientes
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seronegativos. En el locus A este trabajo reporta una asociacion negativa de
A*29 y en el locus B con B*07 y B*35 mientras que B*15 se asocia a AR en
seropositivos; los seronegativos se asociaron a B*08. En este estudio sueco no
se comparan todos los pacientes con el grupo control por lo que no es del todo
extrapolable a nuestro estudio. En nuestro caso hemos encontrado un efecto
protector del alelo A*33 y B*38 mientras que B*39 se asocio a la presencia de
AR de forma significativa. No hemos encontrado asociacion significativa con
enfermedad, vasculitis ni ninguna otra manifestacion extraarticular ni para HLA-
C*03 ni de ningun otro alelo HLA-C. Esto puede deberse al tamafio muestral, y
al numero de alelos posibles que se manejan en un estudio de lo locus clasicos
del HLA de clase |, o a caracteristicas propias de nuestra poblacién, como
ocurrié en el estudio noruego en el que la de HLA-C, particularmente HLA-
C*03, coincide con el estudio sueco pero los polimorfismos observados no

tenian representacion en los otros estudios realizados (191,196).

Con respecto al tercer objetivo, cuando estudiamos los ligandos KIR, no

encontramos diferencias significativas al agrupar los distintos alelos por grupos
C1/C2 ni Bw4/Bw6. Esto puede deberse una vez mas al tamafio muestral,
aunque no apreciamos una tendencia en ninguno de los grupos. La importancia
de los ligandos KIR ha quedado patente en trasplante hematopoyético y de
organo sélido y se explica por el hecho de la incompatibilidad entre los ligandos
gue presenta el érgano sélido trasplantado respecto al repertorio KIR del
huésped o al revés, del repertorio de ligandos del huésped frente al repertorio

KIR de la célula NK derivada del injerto.

La importancia de este sistema KIR/HLA queda de manifiesto en las
ultimas recomendaciones de la Sociedad Europea para trasplante de médula
Osea, donde se recomienda estudiar el repertorio KIR de donante y también el
repertorio de ligandos HLA del receptor para mejorar la supervivencia del
injerto (198).

Los modelos de incompatibilidad ligando-ligando utilizados para el
trasplante medular se basan en la interaccion de una célula del donante con las
células sométicas del huésped, de forma que, si el huésped carece de ligandos

para los KIR del donante, la célula NK (de estirpe hematopoyética) del donante
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atacara al huésped. Esta incompatibilidad también parece importante en la
inmunidad tumoral tras trasplante de médula ésea (199). En nuestro estudio
sobre pacientes con AR al no haber incompatibilidad, la susceptibilidad
también podria estar en KIR, en su ligando o a su interaccion dedendiente de

su expresion en superficie.

Respecto al cuarto objetivo, al analizar el repertorio de genes KIR

observamos que la AR en nuestra muestra se asocia a la presencia de
KIR2DL5, KIR2DS3 y KIR3DS1, aunque Unicamente KIR2DS3 se mantuvo al
aplicar la correccion de Bonferroni. La asociacion con KIR2DL5 ha sido
inesperada puesto que hasta ahora se habia reportado un papel protector de
este receptor. Los estudios sobre el papel de esta asociacion hasta ahora han
sido mas escasos que aquellos realizados en HLA de clase |I. En un
metaanalisis (200) se agrupan todos los pacientes publicados en 11 estudios
diferentes caso/control, englobando un total de 1847 pacientes y 2409
controles sanos, de varias poblaciones (cuatro europeos, cuatro asiaticos y tres
americanos). Lo primero que llama la atencion es la heterogeneidad entre
estudios, de forma que los autores no llegan a conclusiones firmes,
considerando un posible papel protector de KIR2DL3, KIR2DL5, KIR2DS5 y
KIR3DL3 para el desarrollo de AR.

La interpretacion de los resultados es muy compleja por lo que en este
trabajo hemos tratado de hacer un abordaje funcional teniendo en cuenta la
heredabilidad de los genes KIR, que presentan genes constantes que actlian
como esqueleto o armazon sobre el que se van afiadiendo el resto de genes
para completar un haplotipo centromérico y otro telomérico que conforman el
haplotipo definitivo. Dependiendo de la composicion de estos haplotipos se
pueden agrupar en A o B, aunque en un mismo sujeto puede haber
combinaciones de haplotipos heredados de ambos gametos. La predominancia
de haplotipos B en nuestra poblaciéon de casos y controles es algo no esperado
ya que en la mayoria de las poblaciones predomina el haplotipo A (95).El
haplotipo A es mas constante y se conserva bastante bien mientras que el B es
mucho mas variable y susceptible de recombinaciones (94). Quizas sea motivo

de enfermedad autoinmune pero habria que confirmar en series mas amplias.
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Visto desde esta perspectiva, KIR2DL5 es un gen que se asocia
Unicamente a haplotipos B; de hecho, se asocia a haplotipos tBO1, donde suele
encontrarse junto a 3DS1 y 2DS3 o 2DS5, y a haplotipos cB01, donde se
relaciona con 2DL2 y 2DS3. En los estudios de correlacién efectivamente hay
un ligamiento entre 3DS1, 2DL5 y 2DS3 por lo que presumiblemente se estan
heredando juntos, con una correlacion menos potente entre KIR3DS1 vy
KIR2DS3 que se explicaria por el hecho de que van en haplotipos diferentes
(KIR3DS1 es siempre telomérico mientras que KIR2DS3 puede estar en
ambos). Este razonamiento concuerda totalmente con la fuerte asociacién
estadistica observada en pacientes hacia el haplotipo B. No obstante,
siguiendo este razonamiento no podriamos explicar la tendencia protectora

observada en otros estudios para KIR2DLS5.

Respecto al resto de asociaciones observadas en el metaanalisis de
Aghaei et al. (200), KIR2DL3 si es un gen exclusivo del haplotipo cA01 por lo
gue seria légico pensar en un efecto protector, sobre todo en ausencia de
cB01. KIR3DL3 es un gen que comparten los haplotipos cAO01, cBO1l y cB02,
por lo que es mas dificil establecer su relacién causal. Por dltimo, KIR2DS5 es
un gen activador que solo se encuentra en el haplotipo tBO1 por lo que quizas
si se podria explicar una asociacion de susceptibilidad autoinmune en nuestra

poblacion.

Nuestros hallazgos tienen sentido porque todos los genes KIR que
hemos encontrado asociados a la AR en nuestra muestra se encuentran en el
conocido como haplotipo B del locus KIR. El haplotipo B se ha relacionado con
una mayor activacion de la célula NK simplemente por disponer de un mayor
repertorio de receptores con capacidad activadora y una mayor variabilidad de
los mismos; ademas se desconocen buena parte de los ligandos que se uniran
a ellos por lo que su funcién real continda siendo misteriosa o no totalmente

explicada.

Este abordaje ha sido utilizado con anterioridad y de hecho la presencia
de haplotipo B en el donante se ha asociado con una mayor tasa de
supervivencia de trasplante de médula 6sea, asociando la presencia de

haplotipo centromérico B a menor tasa de enfermedad injerto contra huésped;
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el haplotipo telomérico B se asoci6 a una menor reactivacion de
citomegalovirus durante el acondicionamiento. La presencia de haplotipo

centromérico A se asocié con una menor supervivencia (201).

Otro estudio establecio relacion entre el haplotipo KIR A 'y la progresion
de sindromes mielodisplasicos a leucemia mieloide aguda, que resultaba en
una reduccion de la supervivencia global y el tiempo de supervivencia hasta la
progresion (202). También se ha estudiado un posible riesgo del haplotipo A
telomérico en pacientes con diabetes mellitus tipo 1 de debut tardio no
portadores de mutaciones de alto riesgo en el HLA de clase Il (DR3/DR4)
(203). El haplotipo A también parece conferir un mayor riesgo de muerte en
pacientes con sepsis (204).

Aunque los resultados no son completamente congruentes, podriamos
postular que un haplotipo A seria menos reactivo y por tanto haria vulnerable al
individuo a agresiones masivas como células cancerosas o infeccién, mientras
gue un haplotipo B mas reactivo predispondria a una mayor autoinmunidad y

supervivencia a situaciones donde la citdlisis masiva puede ofrecer ventajas.

En el estudio de nuestra muestra hemos realizado un abordaje novedoso
en el gue no consideramos el haplotipo completo del paciente, tradicionalmente
agrupado en haplotipos numéricos (1 al 9) sino que se han considerado los
receptores especificos de cada haplotipo telomérico o centromérico para
identificar los pacientes con carencia de haplotipo A y presencia de haplotipo B,

tratando de distinguir, ademas, entre el haplotipo centromérico y telomérico.

Cuando se estudi6 la presencia de haplotipo A centromérico y telomérico
se observo que la ausencia de ambos es muy rara en nuestra serie (sélo 2
pacientes y 1 control) por lo que, podriamos afirmar que la gran mayoria de
nuestros sujetos disponian de al menos una copia de haplotipo A telomérico 6
centromérico. KIR2DS4, exclusivo del haplotipo A telomérico, fue mas
frecuente en pacientes pero no presentd asociacion estadistica con ningun
ligando ni haplotipo KIR. Esto contrasta de manera clara con un trabajo
taiwanés (115) en el que se obtienen frecuencias para este KIR en pacientes y
controles del 73 y 58 % respectivamente; En este mismo estudio KIR2DS3

resultd mas frecuente en controles y KIR3DS1 minimamente mas frecuente en
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pacientes sin alcanzar significacion, lo que muestra de nuevo la gran

variabilidad KIR entre poblaciones.

Sin embargo, KIR2DL3 (exclusivo del haplotipo A centromérico) estaba
presente en mas controles que pacientes y la diferencia resultaba significativa
en aguellos individuos positivos para ligando C2-C2 y Bw6, tanto en
homocigosis como en heterocigosis a pesar de no ser ligandos conocidos de
KIR2DL3. Sorprendentemente, el haplotipo centromérico BO1 y no el haplotipo
BX presentd una asociacion altamente significativa en el grupo de homocigotos
para Bw6. Estos hallazgos indican que quizas los ligandos C2 y sobre todo
Bw6, sean importantes en la activacion de los receptores del haplotipo
centromérico BO1 y por tanto patogénicos en la AR.

Cuando estudiamos los haplotipos B, KIR2DL2 se encuentra
fundamentalmente en el haplotipo B centromérico 01 (cB01) y también en el
cB02 (que seria una version truncada de cB01); para acotar mas este haplotipo
en cBO0l, se seleccionaron los pacientes con presencia simultdnea de
KIR2DL2, KIR2DL5 y KIR2DS3. Para identificar los pacientes con haplotipo
telomérico BO1 (tBO1) se seleccionaron los pacientes con presencia simultanea
de KIR3DS1, KIR2DL5 y KIR2DS3 o KIR2DS5.

Con este abordaje las diferencias observadas en los haplotipos
agrupados (A o Bx) se mantenian cuando se seleccionaban pacientes con
haplotipo cB01, lo que sugiere que probablemente este haplotipo tenga mas

relevancia en la patogenia de la AR, al menos en nuestra poblacion.

Otro aspecto interesante para etudios futuros seria poder secuenciar
completamente el locus KIR para conocer con exactitud no sélo el haplotipo
centromérico y telomérico de los dos gametos, sino el numero de copias de

cada gen y su expresion en membrana.

Con respecto a los ligandos de KIR2DL5, KIR2DS3 y KIR3DS1, la
posibilidad de que su ligando no se encuentre dentro de los HLA de clase |
expresados en la superficie celular es muy sugerente. De hecho, KIR2DL5 y
KIR3DS1 contienen el dominio O en su estructura, que les confiere una carga

positiva y por tanto tendencia unirse a heparan sulfato y activar su sefializacién
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intracelular (100). Esta posibilidad es interesante para el reumat6logo, experto
en enfermedades del tejido conectivo, por el enorme potencial de estas
moléculas de glucosaminoglicanos para interaccionar y regular multitud de

procesos bioldgicos (98).

Con respecto a KIR2DS3, no existe ningun ligando conocido para él,
aunque se ha asociado con enfermedades autoinmunes como lupus
eritematoso sistémico, esclerosis sistémica o colitis ulcerosa, a variaciones en
el curso clinico de infecciones virales y algunos tumores (205). Los estudios de
expresion en superficie de KIR2DS3 indican que en raras ocasiones alcanza la
superficie celular debido a residuos polimdrficos en su estructura (206), por lo
gue es posible que se esté heredando junto con otros genes dentro de un

haplotipo como el Bx o el BO1 centromérico, 0 que su expresion sea transitoria.

Los estudios de polimorfismos de KIR2DS3 y KIR3DS1 muestran que la
secuencia de interaccion con el ligando esta altamente conservada en
poblacion blanca, lo que indica que su unién con ligando (aunque no se
conozca) debe ser relevante. En la sociedad del hombre blanco, protegida de
estimulos inflamatorios e infecciosos, hay una seleccion positiva de haplotipos
A carentes de estos genes activadores (207), que podrian proteger frente al

desarrollo de enfermedades autoinmunes como la AR.

En cualquier caso, como ha quedado establecido, los tres KIR
implicados se estan heredando de forma simultdnea por ligamiento y reflejan

sobre todo la presencia de haplotipo B o cB01 en pacientes frente a controles.

Seria sumamente interesante en el futuro estudiar la expresion de los
genes KIR en la célula NK en pacientes con AR, ya que es posible que
diferentes grados de expresién de receptores puedan producir diferentes
respuestas. Esto se puede realizar mediante PCR cuantitativa en tiempo real,
midiendo el RNA mensajero especifico, o también por citometria de flujo para
observar con marcadores especificos la expresion en superficie de receptores
KIR.

Con respecto al quinto objetivo, el estudio de ligandos KIR también

resultd interesante cuando se realizé el estudio caso-control de asociacién de
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genes KIR con grupos de ligandos, ya que ninguno presenté diferencias en el

estudio general.

Como se ha mencionado previamente, los pacientes homocigotos para
el grupo de alelos C1 del HLA-C no presentaron ninguna asociacion con el tipo
de KIR. Esta observacion resulta poco ilusionante porque esperabamos
encontrar una relacion en base a este dimorfismo en la posicién 77 y 80 de la
cadena al1. En el caso de los pacientes homocigotos para C2 de HLA-C se
encontré asociaciéon con una menor presencia de KIR2DL3 en pacientes y
mayor presencia de KIR3DS1, aunque su significacion no se mantuvo al
corregir por Bonferroni. El ligando de KIR2DL3 descrito es HLA-C1 por lo que
es légico que presenten menor proporcion de KIR2DL3. KIR3DS1 sin embargo
no tiene ligando conocido dentro del HLA-C pero si resultd mas frecuente en
pacientes respecto a controles aunque con una significacion débil (anulada por

el factor corrector de Bonferroni).

Los grupos mas numerosos de pacientes (el grupo C1C2 con 52% vy el
C1X 87%) se asociaron positivamente con el haplotipo B y también con el
haplotipo centromérico BO1. KIR2DL2 result6 mas frecuente en pacientes
C1C2, reflejando la presencia de haplotipo cB01, ya que sus ligandos son HLA-
A*03 y A*11 del grupo HLA-Bw6 y no tiene ligando conocido del grupo C.
KIR2DS2 y 2DS3 resultaron mas frecuentes en los pacientes con AR de estos
grupos de ligandos aunque no resultaron significativas, probablemente en

relacion con la tendencia general de nuestra poblacion.

Estos hallazgos sugieren que los ligandos determinados por el
dimorfismo en las posiciones 77 y 80 de la cadena a1de la molécula de HLA-C
no tienen una influencia significativa en nuestra poblacion de AR respecto a la

poblacion control.

En homocigotos y heterocigotos para Bw6 los pacientes asociaron a
menor presencia de KIR2DL3, lo que era esperable ya que se asocia a
haplotipo cAQ01, y una fuerte asociacion para haplotipo BO1 centromérico donde
se encuentra KIR2DL2, cuyo ligando forma parte del grupo Bw6. El haplotipo
Bx so6lo fue significativo para Bw6 en heterocigosis. Sin embargo, los

heterocigotos para Bw4, muy numerosos, presentaron las asociaciones
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observadas en el andlisis general y los homocigotos para Bw4 no presentaron
ninguna asociacion. En mi opinion, estos resultados indican que el papel de los
ligandos Bw6 mereceria ser explorado también en relacion con los receptores
KIR codificados en el haplotipo cB01, ya que podrian estar implicados en la
patogenia de la AR; pero para poder hacerlo seria necesario aumentar el

tamafo muestral considerablemente.

En el estudio de correlacién dirigido a buscar asociaciones HLA/KIR,
KIR2DS3 correlaciond levemente con presencia de HLA-C*06 en pacientes,
pero no en controles, lo que es interesante ya que este alelo se asocia a
enfermedad psoriasica. No se encontré sin embargo diferente proporcién de
sujetos con el binomio HLA-C*06/KIR2DS3 entre pacientes con AR y controles.
El resto de las asociaciones no fueron relevantes por perder significacién al

aplicar el factor corrector de Bonferroni.

Por tanto, podemos concluir que el estudio de los ligandos especificos
para KIR2DL5, KIR2DS3 y KIR2DS1 podria resultar relevante y muy
interesante, aunque por su naturaleza sobrepasa las posibilidades del presente
trabajo. En un estudio reciente ya comentado se demostréo la union de
KIR3DS1 a heparan sulfato mediante resonancia de plasmones de superficie
(100). También es posible observar uniones proteicas con detalle utilizando

técnicas de analisis cristalografico de complejos mediante rayos X, entre otras.

Con respecto al objetivo 6, en el estudio de los diferentes alelos HLA
clasicos de clase | no se encontraron diferencias significativas respecto a las
variables clinicas cualitativas una vez aplicado el factor corrector de Bonferroni.
Por tanto, no hemos podido confirmar la asociacién previamente descrita en
poblacion caucésica de HLA-C*03 con vasculitis reumatoide (111,112):
tampoco con el HLA-C*08 como factor protector de vasculitis observado en
poblacion brasilefia (113). En estos estudios se incluyeron muchos mas
pacientes con vasculitis que en el presente estudio, en el que Unicamente

habia 8 pacientes con vasculitis.

Atendiendo a los genes KIR, en nuestros pacientes Unicamente
KIR2DL2 se asocid a una menor tasa de pacientes con alta actividad de la

enfermedad y KIR3DS1 una menor proporcion de pacientes con actividad
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moderada. No se encontraron otras diferencias significativas para las variables
clinicas, analiticas, de tratamiento ni cuantitativas una vez aplicado el factor
corrector de Bonferroni. Por tanto, tampoco pudimos confirmar la asociacién de

vasculitis reumatoide con KIRDL3 observada (191).

Al fijarnos en los ligandos KIR y haplotipos KIR, los pacientes
homocigotos para Bw4 presentaron una mayor incidencia de serositis, los
homocigotos para Bw6 mayor incidencia de eventos cardiovasculares y el
haplotipo ¢cBO1 menor proporcion de nédulos reumatoideos, lo que podria
resultar de utilidad en clinica si se confirman estas observaciones con estudios

mas amplios en nuestra poblacion u otras poblaciones.

Con respecto al objetivo 7, HLA-A*03 se asocid a seropositividad (ACPA
0 FR); este hallazgo no fue reportado por otros autores (4,112), lo que puede
ser una observacion casual o especifica de nuestra poblacion, por lo que seria
interesante ampliar el estudio a un mayor nimero de pacientes. El haplotipo
cBO01 se asocié a menor tasa de positividad para FR, y doble positividad FR y
ACPA.

En el objetivo 8, no se han encontrado diferencias respecto al perfil de
tratamiento, necesidad de corticoide cronico, metotrexato o FAME,
probablemente por el tamafio muestral y por no disponer de datos prospectivos
0 seriados de actividad que pudieran darnos una idea, aunque fuera
aproximada, de su comportamiento clinico a lo largo de la evolucion de la

enfermedad.

En cuanto al objetivo 9, los individuos HLA B*38 presentaron valores
medios de ACPA menores y mayor titulo de C3, pero este alelo sélo erea
portado por dos pacientes. El haplotipo cB01 se asocié a un menor titulo medio
de FR, ACPA, C3y C4.

Estos Ultimos resultados para el haplotipo cB0O1 son sumamente
interesantes ya que abren una ventana de oportunidad para caracterizar al
menos una parte de los pacientes denominados seronegativos, que son mas
dificiles de diagnosticar al carecer de marcadores especificos de laboratorio;

ademas presentan menos ndédulos, otro hallazgo bastante especifico en el
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marco de una poliartritis. Parece, ademas, que este subgrupo se podria
caracterizar por una menor actividad inflamatoria ya que tanto KIR2DL2 como
KIR3DS1 forman parte del haplotipo. Aun asi, no se encontraron diferencias en
cuanto a la presencia de erosiones, calidad de vida y resto de manifestaciones

extraarticulares.

Las limitaciones del presente estudio, como ya se ha mencionado

vienen inferidos por el tamafo muestral, que parece insuficiente para encontrar
diferencias significativas en estudios de frecuencia alélica respecto a locus tan
variables como los del HLA-A y —B. Con respecto al locus —C, con un numero
mas limitado de alelos, se calcul6 consultando la pagina web
www.allelefrequencies.net (208) para hacer una estimacién del numero de
individuos portadores de cada alelo HLA-C, asi como las frecuencias alélicas,
esperadas en el grupo contro. Sus proporciones oscilan entre el 3 y el 45%
para el caso de individuos y el 2 y el 26% para el de alelos, y empleando los
valores habituales de nivel de significacion (a = 95%) y de poder estadistico (B
= 80%) (209). Para un tamafio muestral de 150 individuos esperabamos ser
capaces de detectar como significativas diferencias entre 10%-15%. A pesar de
ello no se han detectado diferencias significativas en los alelos del locus HLA-C
entre pacientes y controles.

Otra limitacion clara del estudio estriba en la naturaleza retrospectiva en
la caracterizacion de pacientes, junto con la entrevista clinica al paciente. Este
abordaje no ha permitido caracterizar de forma precisa las manifestaciones
clinicas, especialmente las extraarticulares, sin llegar a registrar por este
motivo datos como por ejemplo el tipo de afectacion pulmonar, oftalmica u
otros. En cualquier caso, la diferenciacion de estos subgrupos habria derivado
en grupos menos numerosos con menos probabilidades de éxito estadistico en

el andlisis comparativo.

También debemos considerar un posible sesgo de seleccion ya que los
pacientes en su mayoria se reclutaron en el Hospital de Dia de Reumatologia
del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca. En un intento de reducir
este sesgo se seleccionaron pacientes de una consulta de AR de reciente

comienzo, pero no se puede asegurar tampoco en este caso que la muestra
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represente fielmente a la poblacion de AR de nuestro area geografica ya que
se aprovechod, por motivos éticos, una venopuncion para analitica 0 acceso
venoso con fines terapéuticos para la obtencion de las muestras. Este hecho
ha repercutido claramente en la proporcion de tratamientos biolégicos
intravenosos de nuestra muestra, que resulta claramente desproporcionado
con predominio de infliximab y tocilizumab frente a otros ampliamente utilizados

como adalimumab o etanercept.

En definitiva y para concluir la discusion, en este estudio se ha detectado
una asociacion de la AR con la presencia de haplotipo KIR Bx y ausencia de
haplotipo KIR A, demostrando la probable implicacion de este sistema en la
patogenia de la enfermedad. En particular se ha encontrado importancia
predominante del extremo centromérico del haplotipo B, con asociacion clara
del haplotipo BO1 centromérico (cB01). Hay que destacar que el receptor
significativamente asociado a la enfermedad, KIR2DS3 no tiene un ligando
conocido dentro del HLA de clase | clasico, ni tampoco los otros dos que
hemos encontrado asociados (aunque no aguantaron la correccion de
Bonferroni). Ambos (KIR3DS1 y KIR2DL5) tienen capacidad para unirse a otras
moléculas no HLA como el heparan sulfato, presente en tejidos y superficies
celulares. Ademas, estos tres genes correlacionan entre si y con el haplotipo B
y cBOl por lo que se estarian heredando juntos. Estos hallazgos podrian
explicar la ausencia de ligando HLA de clase | asociado a la enfermedad
reumatoide y centrarian la patogenia en la biologia de las células NK y T
citotdxicas con otras células y su entorno de tejido conectivo, sobre todo por su
posible interaccidn con moléculas complejas como los glucosaminoglicanos.
Como se ha comentado en la introduccion, en la base de la patogenia
encontramos alteraciones proteicas (citrulinizacién, carbamilacion,...) derivadas
de la citdlisis recurrente por leucotoxinas, perforinas y otros agentes; las células
NK y otras T citotoxicas portadoras KIR del haplotipo B podrian estar
activandose por glucosaminoglicanos con alteracion biopatolégica derivada de
la enfermedad periodontal o en estroma sinovial, por ejemplo. En contra de
esta hipotesis esta el hecho de que el FR resulta menos frecuente en este
grupo de pacientes y el titulo de autoanticuerpos citrulinados es mas bajo,

aunque también es posible que presenten otro perfil de autoanticuerpos menos
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usados en préctica clinica. Seria interesante detectar, in situ, la interaccion
biolégica entre KIR y glucosaminoglicanos a nivel periodontal o sinovial,

aunqgue a dia de hoy estos estudios son altamente complejos.

Para finalizar, aunque no se ha encontrado un perfil de paciente que
responda a la genética de esta interaccion HLA-KIR, la exploracion ha sido
concienzuda,; en el futuro se podria aumentar la muestra de pacientes o
integrar nuestras muestras en repertorios nacionales o internacionales de ADN

de pacientes con AR.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. En el presente estudio no se ha encontrado asociacion significativa de la
AR con alelos de HLA de clase |, aunque puede ser debido a la
limitacién impuesta por el tamafio muestral.

2. No se ha encontrado asociacion significativa de la AR con ligandos KIR
tanto de HLA-C como de HLA Bw4 o Bw6.

3. Si se ha encontrado asociacion significativa de la AR con el gen
KIR2DS3, el haplotipo KIR Bx y el haplotipo centromérico BO1.

4. La asociacion del haplotipo B con la AR se mantuvo en los sujetos
portadores de ligando C1X y C1C2, asi como Bw6 y Bw4 en
heterocigosis, probablemente por ser los grupos mas numerosos.

5. El haplotipo centromérico BO1 se asocié a sujetos con ligando Bw6 en
homocigosis y los pacientes con AR y este haplotipo presentaron menor
tasa de nédulos reumatoides, los homocigotos para Bw4 una mayor
incidencia de serositis y los homocigotos para Bw6 mayor incidencia de
eventos cardiovasculares en el estudio de variables cualitativas clinicas.

6. En el estudio de variables cualitativas de laboratorio, HLA-A*03 se
asocié a seropositividad para FR o ACPA. Los pacientes con haplotipo
cB01 mostraron una menor positividad de FR y menor proporcion de
doble positividad (FR mas ACPA).

7. En el estudio de variables cualitativas de tratamiento no se encontraron
asociaciones significativas.

8. En el andlisis de variables cuantitativas El haplotipo cBO1 si se pudo
asociar a menores valores medios de FR, ACPA, C3 y C4. También los
pacientes KIR 2DS3 presentaban un valor medio menor de FR.

9. Los resultados en general apuntan a una influencia de los genes KIR y
haplotipo KIR en nuestra poblacién, aunque seria interesante explorar

mas exhaustivamente la influencia de los ligandos del grupo Bwe6.
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30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunion del dia 24/11/2014, acta 11/14 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. Pablo Mesa del Castillo referida al estudio:

Titulo: Estudio de factores inmunogendmicos que condicionan la respuesta innata en artropatias

10, Considera que

- El ensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- Elalcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio

20, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE y acepta que sea realizado por el Dr. Pablo Mesa
del Castillo Bermejo como investigador principal en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

Lo que firmo en Murcia, a 24 de noviembre de 2014
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Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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