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RESUMEN

Variantes genéticas en el receptor de la vitamina D (VDR) podrian estar asociadas
con susceptibilidad genética para la artritis reumatoide (AR), con niveles menores
de vitamina D y con actividad clinica mayor de la enfermedad. Objetivo: Determinar
la asociacion de los polimorfismos en VDR con la expresion de su ARNm, los niveles
séricos de calcidiol, calcitriol, sVDR vy las citocinas Th17/Treg en pacientes con AR.
Metodologia: Estudio transversal en mujeres: 152 pacientes con AR y 201 sujetos
control (SC). Los metabolitos de la vitamina D se cuantificaron con ELISA, la
genotipificacion de los polimorfismos con ensayos de discriminacion alélica
TagMan® y la expresién del mMRNA de VDR, RORC y FOXp3 se cuantificdé por gPCR
con el método 2-*2 Ct. La actividad clinica de la enfermedad se evalu6 de acuerdo
con el indice DAS28-pCr. Resultados: Las pacientes con AR deficientes de calcidiol
presentaron una hidroxilacion (AR:3.16 vs. SC: 2.01; p<0.001) y niveles séricos de
calcitriol (AR: 48.09 vs. SC: 32.48; p<0.001) mayores que las SC. Los niveles de
calcitriol correlacionaron positivamente con la pCr (r=0.23, p=0.01) y con sVDR
(r=0.21, p=0.03). Los genotipos CC (OR= 3; p=0.01) y CT (OR= 2; p<0.01) y el alelo
C del polimorfismo Taql VDR (OR= 1.7; p=0.001) se asociaron con riesgo genético
para la enfermedad. También, los haplotipos ACC (OR: 1.52; p=0.03), GAT (OR:
1.57; p=0.02) y GCC (OR: 5.56; p<0.001), asi como los haplogenotipos en VDR
GAT/GCT (OR: 2.23; p=0.02) y AAC/GAT (OR: 3.2; p<0.01) se asociaron con
susceptibilidad genética para AR. Ademas, las pacientes con AR portadoras de los
genotipos CT de Taql VDR (AR: 1.77 vs. SC: 1.34 pg/ng; p<0.01) presentaron una
tasa de hidroxilacion mayor que las SC. Las pacientes AR portadoras de los
genotipos CT y CC del polimorfismo Taql en VDR expresaron menos mRNA VDR.
Conclusiones: Las pacientes con AR deficientes de vitamina D presentaron
hidroxilacion y niveles de calcitriol mayores que correlacionaron positivamente con
la pCry sVDR. Ademas, las pacientes con niveles elevados de calcitriol presentaron
una expresion mayor de FOXP3, RORc y concentraciones altas de IL-10 e IL-17.
Asi también, la presencia del alelo C del polimorfismo Taql en VDR se asocio con

susceptibilidad mayor para la enfermedad.



ABSTRACT

Genetic variations in the vitamin D receptor (VDR) have been described as
associated with genetic susceptibility to rheumatoid arthritis (RA), lower levels of
vitamin D, and higher clinical disease activity. Aim: To determine the association of
VDR polymorphisms with the expression of its mRNA, serum levels of calcidiol,
calcitriol, sVDR and Th17/Treg cytokines in RA patients. Methodology: A cross-
sectional study was performed in 152 RA patients and 201 control subjects (CS).
Vitamin D metabolites were measured by ELISA. Allelic discrimination with
TagMan® for VDR polymorphisms genotyping. VDR mRNA expression were
quantified by RT-gPCR and analyzed with 2-22 Ct method. Clinical disease activity
according to DAS28-CRP. Results: RA patients deficient in calcidiol showed
hydroxylation (RA: 3.16 vs. SC: 2.01; p< 0.001) and calcitriol serum levels higher
(RA: 48.09 vs. SC: 32.48; p< 0.001) than CS. Elevated levels of calcitriol correlated
positively with CRP (r=0.23, p=0.01) and with sVDR (r=0.21, p=0.03). The CC (OR:
3; p= 0.01) and CT (OR: 2; p< 0.01) genotypes, and the C allele of the Taq/ VDR
polymorphism (OR: 1.7; p= 0.001), were associated with genetic risk for the disease.
Additionally, the ACC (OR: 1.52; p= 0.03), GAT (OR: 1.57; p= 0.02), and GCC (OR:
5.56; p< 0.001) haplotypes, as well as the GAT/GCT (OR: 2.23; p= 0.02) and
AAC/GAT (OR: 3.2; p< 0.01) haplogenotypes of VDR polymorphisms were also
associated with genetic susceptibility to RA. Furthermore, RA patients with the CT
genotypes of the Taql VDR (RA: 1.77 vs. SC: 1.34 pg/ng; p< 0.01) exhibited a higher
hydroxylation rate than the CS. RA patients with the CT and CC genotypes of the
Taql VDR expressed less VDR mRNA. Conclusions: RA patients deficient in
vitamin D exhibited higher hydroxylation and calcitriol levels that positively correlated
with pCr and sVDR. Additionally, patients with elevated calcitriol levels showed
increased expression of FOXP3, RORc, and high concentrations of IL-10 and IL-17.
Furthermore, the presence of the C allele of the Taqg/ polymorphism in VDR was

associated with a higher susceptibility to the disease.



I INTRODUCCION

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénica inflamatoria
de etiologia multifactorial. Factores genéticos y ambientales se han asociado al
desarrollo de la patologia. Dentro de los ambientales, alteraciones en las
concentraciones de los metabolitos de la vitamina D (calcidiol y calcitriol),
especificamente la deficiencia, se han asociado con el desarrollo, progresion y
con actividad clinica mayor de la enfermedad.

El receptor de vitamina D (VDR) se expresa en células del sistema inmune donde
al interactuar con su ligando el calcitriol actia como un factor de transcripcion y
regula la expresion de genes asociados con la respuesta inmune y con la

homeostasis de los niveles de calcidiol y calcitriol.

La deficiencia de vitamina D en la AR se ha asociado con polimorfismos en VDR,
y su expresion en células del sistema inmune podria estar relacionada con el
desarrollo de autoinmunidad. Los polimorfismos mas estudiados en VDR, son
Fokl, Bsml, Apal y Taql. Estos se han asociado con alteraciones en las
concentraciones de los metabolitos de la vitamina D, con susceptibilidad a la
enfermedad y con cambios en la homeostasis inmunologica de las células
Th17/Treg y sus citocinas, que podrian verse reflejados en una actividad clinica

mayor de la AR.



.  ANTECEDENTES

I1.1. Artritis reumatoide (AR)

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crénica, inflamatoria,

autoinmune de etiologia multifactorial y de manifestacion clinica heterogénea.
Afecta principalmente a las articulaciones diartroideas al generar discapacidad
progresiva, la cual afecta negativamente la calidad de vida del paciente con AR.
(Smolen, Daniel. Aletaha, et al., 2018).
La presencia de anticuerpos a inmunoglobulina G (IgG; considerado como el factor
reumatoide; FR) y proteinas citrulinadas ACPA (del inglés, anti-citrulinated protein
antibodies) son caracteristicos del cuadro de la respuesta inmune en esta
enfermedad (Smolen, Daniel. Aletaha, et al., 2018).

1.2 Epidemiologia

La prevalencia mundial de la AR oscila entre 0.3 y 1%, los paises asiaticos
presentan las tasas mas bajas de prevalencia de la enfermedad. En los paises
americanos se ha descrito una prevalencia entre el 5 — 6% de AR; sin embargo, no
se tienen datos de la mayor parte de paises a nivel mundial. En México la
prevalencia nacional es del 1.49%, Yucatan es el estado con mayor prevalencia de
AR con 2.66%, con estos datos se puede resaltar que el desarrollo y frecuencia de
la patologia podria estar influenciado por el componente genético (Pelaez-Ballestas
et al., 2011; Moreno-Montoya et al., 2015).

Se estima que posterior a 10 anos del curso de la enfermedad la mitad de
las personas que padecen AR no podran mantener un empleo de tiempo completo,
debido a la discapacidad generada por el curso de la patologia. (Silman and
Pearson, 2002; World Health Organization, 2013).

En México, el 1.6% de la poblacion tiene diagnostico para AR,
aproximadamente 1 millén de personas la padecen, siendo en el sexo femenino el

de mayor prevalencia de la enfermedad. (Jaillier, Arango and Pérez, 2015).



11.3. Criterios de clasificacion del ACR

Los criterios de clasificacion para la AR fueron emitidos por el Colegio Americano
de Reumatologia (ACR del inglés, American College of Rheumatology) y la Liga
Europea Contra el Reumatismo 2010 para AR (EULAR del inglés, European League
Against College of Rheumatology), se crearon con el objetivo de mejorar la
clasificacion y diagnostico de la AR de evolucion temprana (Cuadro1) (Aletaha et
al., 2010a; Gémez, 2011).

Cuadro 1. ACR/EULAR 2010. Criterios de clasificacion para la AR

Poblaciéon objetivo: Pacientes 1) quienes tengan al menos una articulacién con

definicion clinica de sinovitis (inflamacion) 2) con sinovitis no explicada por otra enfermedad.

Afectacion articular

1 articulaciéon grande afectada 0
2-10 articulaciones grandes afectadas (con o sin participacion de articulaciones 1
grandes)

1-3 articulaciones pequenas afectadas (con o sin participacion de articulaciones 2
grandes)

4-10 articulaciones pequenas afectadas (con o sin participacién de 3
articulaciones grandes)

>10 articulaciones afectadas (al menos 1 articulacién pequena) 5

Serologia
FR y ACPA negativos 0
FR o ACPA positivos bajos 2
FR o ACPA positivos altos 5
Reactantes de fase aguda
pCry VSG normal 0
pCr o VSG elevado 1
Duracién de sintomas

<6 semanas 0
> 6 semanas 1

Un marcador >6/10 es necesario para clasificar a pacientes que tienen AR. FR: factor reumatoide, ACPA:
anticuerpos contra péptidos ciclicos citrulinados, VSG: velocidad de sedimentacién globular, pCr: proteina
C reactiva (modificado de (Aletaha et al., 2010a; Gomez, 2011).

11.3.1. indice de actividad clinica de la enfermedad: DAS28

El indice de actividad clinica DAS28 (del inglés Disease Activity Score 28) tiene
como objetivo estimar la actividad y evolucion de la enfermedad en pacientes con

AR. Se basa en la evaluacion de veintiocho articulaciones diartroideas sensibles e



inflamadas: hombros, codos, muiecas, articulaciones metacarpofalangicas,
articulaciones interfalangicas proximales y las rodillas.(Cuadro 2) (Aletaha et al.,
2010a; Gomez, 2011).

Cuadro 2. indice de actividad clinica de la enfermedad (DAS 28)

Actividad clinica de la enfermedad Puntaje
Remision <2.6

Actividad leve >2.6 <3.2

Actividad moderada >3.2<51
Actividad severa >5.1

Modificado de (Aletaha et al., 2010b).

1.4 Fisiopatologia

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad generalmente se expresan afos
después de su patogénesis. El desarrollo de la enfermedad esta relacionado
principalmente con factores de predisposicion genética los cuales interaccionan con
factores ambientales que pueden contribuir a detonar el desarrollo y la modulacion
de la severidad de la evolucion de la enfermedad (Smolen, Daniel. Aletaha, et al.,
2018). Dichos factores genéticos y ambientales desencadenan una respuesta
inflamatoria que resulta en la destruccién de la sinovia, esto sucede como causa de
distintas modificaciones post-transduccionales a las que se someten proteinas
intracelulares como las histonas y de la matriz extracelular como la fibronectina,
colageno, enolasa, vimentina y fibrinbgeno, asi como la modificacion del aminoacido
arginina a citrulina, este proceso de citrulinacién desencadena la generacion de un
neoepitope y la posterior respuesta inmune caracterizada por la produccion de
ACPAs. (Mclnnes and Schett, 2011; Smolen, Daniel. Aletaha, et al., 2018)

Posterior a la citrulinacion, los péptidos alterados se unen al complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility ~Complex)
especialmente a aquellos que contienen el epitopo compartido, lo que conduce a la
presentacion del antigeno a los linfocitos T cooperadores (Th, del inglés
lymphocytes T helper) que a su vez estimulan a los linfocitos B a sintetizar
anticuerpos que reconocen proteinas propias (FR (IgG) y ACPAS) como no propias

lo que genera una respuesta autoinmune mediada por autoanticuerpos dirigida



contra antigenos propios modificados (Mclnnes and Schett, 2011; Smolen, Daniel.
Aletaha, et al., 2018).

1.5 Patogénesis AR

El tejido sinovial es el tejido mayormente afectado por la AR. La sinovia sana se
caracteriza por ser una estructura cubierta por un fino revestimiento compuesto por
macrofagos tipo sinoviocitos (MLS, del inglés Macrophages-Like Synoviocyts),
fibroblastos tipo sinoviocitos (FLS, del inglés Fibroblasts-Like Synoviocyts),
fibroblastos y distintas células inmunes como linfocitos T y B (Mclnnes and Schett,
2011; Smolen, Daniel. Aletaha, et al., 2018) (Figura 1a).

Se distinguen 3 fases en el desarrollo de la inflamacion de la enfermedad (Figura
1):

Fase 1: Inflamacion sinovial y perisinovial que se caracteriza por la presencia de
edema en el estroma sinovial, proliferacion de células sinoviales (sinoviocitos),
infiltracion de linfocitos T CD4* y macréfagos, los cuales promueven la produccion
de citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a
del inglés Tumor Necrosis Factor-alpha), la expresion de proteasas como las
metaloproteinasas de matriz (MMPs del inglés Matrix Metallo-Peptidases) vy
moléculas mediadoras de la inflamacién como prostaglandinas y leucotrienos
(Smolen, Daniel. Aletaha, et al., 2018) (Figura 1b).

Fase 2: Persistencia de la inflamacién, desarrollo y vascularizacion de tejido
granular abundante (pannus) sobre la articulacién lo cual genera dafio al cartilago y
tejidos adyacentes (capsula, tendones, ligamentos y hueso), provoca la destruccion
por la accién de proteasas liberadas por las células polimorfonucleares y
macrofagos. Asi también esta etapa se caracteriza por la infiltracion de células B
que proliferan y producen anticuerpos contra proteinas propias como FR y ACPAs
que generan una respuesta inmune contra lo propio (Smolen, Daniel. Aletaha, et al.,
2018) (Figura 1c).



Fase 3: Fibrosis del tejido que conlleva a la deformacion e inmovilidad articular. El
tejido granular producido en la segunda fase se convierte en tejido fibroso que
deforma a la articulacion. Aunque los mecanismos de dafo son distintos en
pacientes ACPAs positivos y ACPAs negativos, en ambos casos el componente
inmune es el protagonista del dafio articular. El dafio articular y la erosion del hueso
se deben principalmente a la activacion de los osteoclastos (células que degradan,
reabsorben y remodelan los huesos) por el ligando receptor de factor nuclear-xf3
(RANKL, del inglés Receptor Activator for Nuclear Factor kB Ligand), el cual es
producido por linfocitos T, esto en conjunto con la presencia de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF-a) generadas por macrofagos y FLS presentes en el
revestimiento sinovial incrementan el dafo al tejido (Mclnnes and Schett, 2011;
Smolen, Daniel. Aletaha, et al., 2018) (Figura 1d y 2).

Cépsula
articular

Cartilago

Células
inmunes

Membrana
sinovial

Hueso

Articulacién Posible infiltracién células Infiltracién células inmunes Infiltracién células inmunes, hiperplasia y
sana inmunes (Linfocitos y macréfagos) granulacién del tejido (pannus).

Figura 1. Fases de desarrollo AR

(Imagen modificada de Smolen et al., 2018)
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Figura 2. Daiio articular y sistema inmune en AR

(Imagen modificada de Mc Innes, |., et al., 2007). En la imagen se observa el mecanismo de
patogénesis de la AR en la capsula sinovial. La infiltracion de linfocitos T en conjunto con la
presencia de MLS y FLS favorecen la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-1, TNF-
a) y la expresion de enzimas metaloproteinasas (MMPs), fendmeno que de manera sostenida
genera la remodelacion del tejido articular, de manera paralela la formacion de centros
germinales por la infiltracion de linfocitos B co-estimulados por la presencia de linfocitos T
favorecen la produccion de auto-anticuerpos anti-lgG (FR, Factor Reumatoide) y anticuerpos
anti-péptidos citrulinados (ACPAs).

1.6 Factores genéticos en el desarrollo de AR

El desarrollo de AR esta ligado fuertemente al componente genético con un
porcentaje de heredabilidad del 60%. Los loci especificos del MHC Il es la region

especifica de mayor susceptibilidad genética. Algunos alelos del locus relacionado
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con el antigeno HLA (DR), como HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04 que codifican para
el epitopo compartido estan significativamente relacionados con el riesgo de
desarrollar AR. (Smolen, Daniel. Aletaha, et al., 2018).

Se han identificado otros genes de menor riesgo (PTNP22, BLK, ANKRDSS, IL6ST,
AFF3, CD28, TNFAIP3, PRL, NFIA y VDR) asociados con vias de senalizacion,
estimulacién, activacidon de la inflamacion y diferenciacion de células del sistema
inmune, aunque varios alelos se correlacionan débilmente, es probable que la
interaccidn con otros genes y factores ambientales tengan un efecto acumulativo
epistatico que favorece la aparicion o aceleran la evolucién de la enfermedad.
(Mclnnes and Schett, 2011; Smolen, Daniel. Aletaha, et al., 2018)

I.7. Factores ambientales que contribuyen en el desarrollo de la AR

Dentro de los factores ambientales relacionados con la AR se han descrito al
tabaquismo, fumar duplica el riesgo de padecer AR y se ha relacionado con
concentraciones séricas mayores de citocinas proinflamatorias, mayor actividad de
la enfermedad e incremento en la frecuencia de ACPA positivos en pacientes con
AR (Kallberg et al., 2011; Vesperini et al., 2013).

La exposicidn al polvo de silice, asbesto, cemento pulverizado, fibras de vidrio, polvo
textil y otros materiales también se han relacionado con el desarrollo de AR (Stolt et
al., 2005; Too et al., 2016).

Aun no se comprende del todo, como es que los factores ambientales contribuyen
al desarrollo de AR. sin embargo, se reporta que los factores estresantes
previamente mencionados pueden actuar sobre las células del estroma sinovial y
conducir a modificaciones postraduccionales del aminoacido arginina (Arg) a
citrulina en proteinas intracelulares (histonas) y de la matriz extracelular
(fibronectina, colageno, fibrindbgeno, enolasa y vimentina) por medio de la induccién
de peptidil arginina deiminasas, proceso conocido como citrulinacion (Smolen,
Daniel. Aletaha, et al., 2018).

Otros factores como la composicion en diversidad y abundancia de la microbiota
oral e intestinal también estan implicados en procesos de inflamacién crénica y

autoinmunidad en pacientes con AR, por ejemplo, se ha reportado que la
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enfermedad periodontal tiene similitudes clinicas de acuerdo a la presencia de
inflamacion cronica y las erosiones dseas, se ha hipotetizado que la relacion esta
mediada por la presencia de Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en la microbiota oral. Por otra parte se ha reportado
disminucion en la variedad y abundancia en la microbiota intestinal de pacientes con

AR en comparacion con la poblacion general (Chen et al., 2016; Konig et al., 2016).

11.7. Estado nutricio, alimentaciéon y AR

1.7.1 Composicion corporal, consumo dietético y deficiencias
nutricionales en AR

Se ha demostrado que una composicion corporal alterada caracterizada por una
mayor cantidad de masa grasa aumenta la probabilidad de padecer enfermedades
cronico degenerativas, metabolicas, cardiovasculares, neoplasicas y con
alteraciones en la modulacion de procesos inflamatorios cronicos y agudos (lzaola
et al., 2015; Alvarez-Nemegyei et al., 2018). De igual manera se ha asociado un
mayor indice de masa corporal (IMC >25 kg/m?) con mayor actividad clinica de las
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LES) en nuestra
poblacién (Meza-Meza et al., 2019). en otros estudios también se ha reportado que
debido a la inactividad fisica en pacientes con AR estos pueden presentan “caquexia
reumatoide” que se refiere a la acumulacion de grasa y la deplecion de masa
muscular (sarcopenia) debido a cambios catabdlicos y la incapacidad para realizar
actividad fisica (Kerekes et al., 2014; Masuko, 2014).

En estados de obesidad los adipocitos secretan moléculas solubles proinflamatorias
(adipocinas) como leptina y resistina las cuales estan involucradas en el desarrollo
y proliferacion de células inmunes fagociticas y “natural killer” (NK). Ademas, los
adipocitos también producen otras citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-
12 e IL-1. Debido a que la presencia de TNF-a e IL-1 estan directamente
relacionados con la inflamacion crénica y la hiperplasia sinovial en la etiopatogenia
de AR, el estado pro inflamatorio dado por la presencia de obesidad podria contribuir

a la severidad de la patologia (Mancuso, 2016; Alvarez-Nemegyei et al., 2018).
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En relacion al consumo de nutrientes mantener una dieta adecuada y equilibrada
puede prevenir y/o retardar la aparicién de AR e incluso contribuir a la mejoria clinica
de los pacientes, al disminuir el estado pro inflamatorio (Masuko, 2018; Bustamante
et al., 2020). El tipo de alimentos que se consume pueden asociarse directamente
con el desarrollo o disminucion de la inflamacion y modificaciones metabdlicas, el
aumento en los niveles de antioxidantes séricos e incluso mantener una
composicién balanceada de la microbiota intestinal son factores que pueden
modificarse con la dieta, lo cuales se han reportado que contribuyen en la
modulacion de sintomas en pacientes con AR (Masuko, 2018; Rambod, Nazarinia
and Raieskarimian, 2018; Sparks et al., 2019; Bustamante et al., 2020).

Algunos estudios reportan que el consumo de alimentos como pescado, aves,
lacteos desgrasados, frijoles e incluso el consumo moderado de alcohol han tenido
efectos preventivos sobre el desarrollo de enfermedades autoinmunes como AR,
mientras que un consumo elevado de bebidas azucaradas y carnes rojas han
mostrado una correlacién positiva con el desarrollo de la misma (Giuseppe et al.,
2014; Hu, Karen H. Costenbader, et al., 2014). Ademas, un cosumo elevado de
vegetales y mariscos como los pescados azules o de agua fria (salmén rosado,
atun) se ha correlacionado negativamente con el puntaje del indice de actividad
clinica en AR (DAS28-VSG) y con la expresion de MMP-3 (enzimas
metaloproteinasas, las cuales se encargan de remodelar la matriz extracelular) en
pacientes con AR (Murakami et al., 2020).

Sin embargo, se ha descrito que se requiere de mas estudios para establecer
correlaciones directas nutrimento-inflamacion para determinar la relacion adecuada
y sugerir planes de alimentacion preventivos y de profilaxis en AR. (Benito-Garcia
et al., 2007; Giuseppe et al., 2014; Hu, Karen H Costenbader, et al., 2014; Hu et al.,
2017).

Aunque el uso de medicamentos logren mediar los procesos inflamatorios propios
de la enfermedad, es crucial considerar una intervencion nutricional adecuada en
personas con AR, debido a las limitaciones fisicas propias de la AR, estas personas

suelen tener ingestas nutricionales en los extremos de insuficientes
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energéticamente y/o deficientes nutricionalmente o con un superavit caldrico
(Berube et al., 2017; Mizukami et al., 2017).

Asi también se ha descrito evidencia de la relacion del consumo de algunos
nutrimentos con la respuesta inflamatoria en AR en distintos modelos

experimentales (Cuadro 3).

Se ha reportado que las personas con AR tienen dietas deficientes en calidad y
cantidad en comparacién con personas sanas (Berube et al., 2017; Mizukami et al.,
2017; Murakami et al., 2020). Generalmente son dietas deficientes en consumo de
proteina, acidos grasos poliinsaturados (Omega 3 y 6), cereales de grano entero,
fibra, minerales (potasio y magnesio), verduras, frutas, acido fdlico, vitamina K y
vitamina D (Merlino et al., 2004; Berube et al., 2017; Hu et al., 2017; Mizukami et
al., 2017; Murakami et al, 2020). Estas deficiencias estan relacionadas
directamente con el grado de afectacion de la enfermedad y con la inflamacion, es
decir, a menor calidad de la dieta se presenta mayor actividad de la enfermedad o
viceversa (Berube et al., 2017; Murakami et al., 2020). Esto puede estar relacionado
con distintos mecanismos que involucran la activacién del sistema inmune, por
ejemplo, un desbalance en la ingesta de omega 3 y 6 esta implicado en procesos
inflamatorios, al ser precursores de moléculas proinflamatorias como las
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, los cuales su incremento se relaciona
con una mayor sintomatologia y actividad de la enfermedad (Calder, 2012; Di
Giuseppe et al., 2014; Moghaddami et al., 2015).

Un consumo adecuado de fibra se ha relacionado con un mayor numero de células
Treg, esto esta ligado a la composicion de la microbiota intestinal y su relacion con
el sistema inmune, se ha reportado que la presencia de microorganismos de clase
Clostridia favorecen la expresion de citocinas antiinflamatorias como IL-10 y del
factor de crecimiento transformante beta (TGF-S del inglés Transforming growth
factor-beta) que a su vez favorecen la diferenciacion de células Treg a nivel
intestinal y en cooperacion con las células dendriticas tolerogénicas contribuyen a
la homeostasis de la permeabilidad intestinal, la cual se relaciona directamente con
la disminucion de la inflamacion sistémica (Furusawa et al., 2013; Masuko, 2018).
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Otro nutrimento implicado en funciones inmunolégicas inflamatorias es el sodio, del
cual se ha reportado que un alto consumo de sodio promueve la polarizacién de las
células T virgenes al perfil Th17. El mecanismo de polarizacion sucede a través de
la activacion de receptores tirosina-quinasa (Src) regulada por glucocorticoides
(SGK1, del inglés Serine/threonine-protein kinase Sgk1), proteina implicada en la
regulacion de diferenciacion de células Treg y Th17 (Jung et al., 2014; Scrivo et al.,
2017).

De manera particular las vitaminas tienen un papel inmunomodulador. Dentro de las
cuales destaca la vitamina D, el cual es un nutrimento que ha tomado relevancia
como inductor de un respuesta inmune tolerogénica, se ha demostrado que tiene
un papel importante en la diferenciacion de células Treg en enfermedades
autoinmunes como diabetes mellitus tipo 1 y LES (Andreoli et al., 2015; Treiber et
al., 2015). En estudios experimentales también se ha visto que en presencia de
calcitriol (1,25-dihidroxivitamina D3), la forma activa de la vitamina D, se inhibe la
diferenciacion de células Th17 a través del bloqueo de la expresion del Factor
nuclear de células T activadas (NFAT del inglés Nuclear factor of activated T-cells)
y del factor de transcripcion RUNX1 (Factor de transcripcion relacionado con Runt)
que se une al promotor de IL-17 e inhibe la expresién de ROR-yt, el factor de
transcripcion para las células Th17, lo cual favorece la expresion de Foxp3
relacionado con la diferenciacidén de células Treg (Joshi et al., 2011; Van Hamburg
et al., 2011; Zhang, Zhang and Shih, 2013; He et al., 2016). Esto en relacién a la
constante deficiencia de vitamina D que se presenta en distintas enfermedades
autoinmunes como AR, esclerosis multiple (EM), LES y enfermedad de Chron, se
han realizado multiples estudios de investigacion de la potencial asociacion entre el
estatus de vitamina D en suero con la de variantes genéticas (polimorfismos
genéticos) en el receptor de vitamina D (VDR) asi como la relacién con la gravedad
de estas enfermedades (Dankers et al., 2017a; Meza-Meza et al., 2019). De esta
manera la suplementacion de vitamina D podria ser una posible estrategia

terapéutica para el abordaje de las enfermedades autoinmunes (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Consumo dietético y efectos en respuesta inflamatoria por AR

Componente de la
dieta

NaCl
(Scrivo, R., et al., 2019,
Vitales-Noyola, M., et
al., 2018).

Dieta alta en grasa
(Sik Na, Hiun., et al.,
2017).

0-6/02-3
1:1
(Yu, Haomiao., et al.,
2015).

Vitamina D
(Fawaz, L., et al., 2016).

Modelo
experimental

Humanos AR
(PBMCs)
Italia

Humanos AR
(PBMCs)
México

Murino DBA/1J
modelo AR
(in vivo)

In vitro
(Condrocitos
humanos)
In vivo
Modelo murino

In vitro
(Leucocitos
pacientes
sanos)

Proteina/célula
blanco

Th17
Treg
TGFpB
IL-9

Treg
Th17
IL-17
IL-2
TNF-a

Th17
IL-17
IL-6
IL-18
Azgp1

MMP13
IL-1

Células
T CD4*
Th17
IL-17
Treg

Proceso

fisiopatologico

Disminuye:
Treg
Aumentan:
Th17
TGFB
IL-9

Aumenta:
respuesta
inflamatoria

Aumenta:
Respuesta
inflamatoria y
caquexia
reumatoide

Inhibe
activacion
condrocitos

Aumenta expresion

de Foxp3y
modula Th17

Efectos

Disminuye
Respuesta
inflamatoria

Aumenta puntuacion
indice
DAS 28

Aumenta
severidad AR

Reduce
respuesta inflamatoria

Aumenta expresion de
células Treg

Modula Th17

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica, Th17: Linfocitos T cooperadores 17, Treg:
Linfocitos T reguladores, TGF-S: Factor de crecimiento transformante beta, IL-9: interleucina 9,
IL-2: interleucina 2, IL-17: interleucina 17, IL-1 B8: interleucina 1-beta, TNF-a: Factor de necrosis

tumoral-alfa,

Agzp1:

Zinc alfa-2-glicoproteina,

Foxp3: Forkhead box P3, MMP13:

Metaloproteinasa de matriz 13, AR: Artritis reumatoide, DAS 28: Indice 28 de puntuacion de
actividad de la enfermedad (del inglés Disease Activity Score-28).

11.8 Vitamina D en autoinmunidad

11.8.1. Vitamina D, fuentes y metabolismo

La vitamina D3 o colecalciferol se obtiene de dos fuentes principales: de la dieta en

forma de ergocalciferol (vitamina D2) proveniente de las plantas, asi como

colecalciferol (vitamina D3) presente en alimentos de origen animal y representa el

20% de su fuente. Sin embargo, se obtiene mayormente por produccion endégena

en un 80% a través de una reaccion fotoquimica inducida por la exposicion a la luz

solar (rayos ultravioletas, UVB) en la piel a partir de 7-dehidrocolesterol. Esta
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conversion da origen a la previtamina D3, para posteriormente ocurrir un proceso de
isomerizacion térmica no enzimatica a vitamina D3 (colecalciferol) (Figura 3).

El colecalciferol (vitamina D3) en la sangre es transportado por la proteina de unién
a vitamina D (VDBP del inglés vitamin D binding protein) hacia el higado donde la
25-hidroxilasa (CYP2R1) hidroxila a la vitamina D3 lo que favorece su conversion a
25-hidroxivitamina D3 (calcidiol o hidroxicolecalciferol). Posteriormente la VDBP
transporta la 25-hidroxivitamina Dz hacia el rindn para terminar su proceso de
activacién en el tubulo proximal, donde es hidroxilada por la enzima 1a-hidroxilasa
(CYP27B1) para convertirse en 1,25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol) la cual es la
forma activa de la vitamina D3 (Whiting, Calvo and Vatanparast, 2017; Sassi,

Tamone and D’amelio, 2018) (Figura 3).

80% Proviene de la luz solar 20 Proviene de la dieta
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% =
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(290-320 nm) Ingesta dietética
N U U U U U D,, ergocalciferol - vegetales
Pro-Vit D; — Pre-Vit D, — Vitamina D3 D,, colecalciferol > origen animal
7- dehidrocolesterol isomerizacion H
LY 2T i 21 s
""""""" -, Vitamin D "o
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Figura 3. Sintesis y metabolismo de vitamina D.

Imagen modificada de Jeon S-M, et al, 2018. La sintesis de vitamina D inicia durante la
exposicion a los rayos UV de la luz solar a partir de la cual se genera una conversién del 7-
dehidrocolesterol a previtamina-Ds, a su vez ésta es convertida a vitamina Ds, ésta es
transportada al higado unida a la proteina de union a la vitamina D (VDBP), donde es convertida
a 25-hidroxivitamina Ds (calcidiol). Por ultimo, la 25-hidroxivitamina D3 es transportada al rifién
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donde es hidroxilada por la enzima 1,25-a hidroxilasa y se convierte en 1,25 dihidroxivitamina
Ds (calcitriol), la forma activa de la vitamina D.

11.8.2. Funciones de la vitamina D

Las funciones fisioldgicas de la vitamina D son gendmicas y no genémicas como
respuesta a la interaccion con el receptor de vitamina D (VDR, del inglés vitamin D
receptor) que se expresa en multiples tipos celulares (células del sistema endocrino,
cardiovascular, musculo esquelético, gastrointestinal, renal, reproductor,
respiratorio, inmune, sistema nervioso central y piel). En su forma activa actua por
efecto endocrino, autocrino y paracrino (Christakos et al., 2016; Sassi, Tamone and
D’amelio, 2018).

A nivel gendmico actua al regular la transcripcion de mas de 900 genes implicados
en la codificacion de proteinas de importancia biologica por la accion sobre células
epiteliales intestinales, renales, osteoblastos y osteoclastos (Christakos et al., 2016;
Y et al., 2017; Sassi, Tamone and D’amelio, 2018).

Los genes blanco que se han caracterizado estan relacionados con transportadores
de calcio y fosfato, bombas idnicas en intestino y rifidn, sintesis de osteoblastos y
estimulo de osteoclastos, supresion del gen de 1-a hidroxilasa, enzima reguladora
del metabolismo de vitamina D, asi como genes implicados en funciones celulares
inmunoldgicas innatas y adaptativas, funcion de las células S-pancreaticas,
adipocitos, control del ciclo celular y mantenimiento de la integridad de las barreras
epiteliales y endoteliales (Christakos et al., 2016; G et al., 2016; Y et al., 2017; Sassi,
Tamone and D’amelio, 2018).

Asi también la vitamina D, induce respuestas gendmicas que ocurren en un tiempo
menor a la regulacidn genética, algunas respuestas rapidas reportadas son: la
absorcion intestinal rapida de calcio, la secrecion de insulina por células g-
pancreaticas y la migracion rapida de células endoteliales (Enith, Blanco and Maya,
2011; Christakos et al., 2016; Y et al., 2017).

17



11.8.3. Vitamina D y sistema inmune

Una de las multiples funciones de la vitamina D es la modulacién del sistema
inmune. La expresion de VDR en células inmunoldgicas permite la interaccion con
forma activa de la vitamina D (calcitriol, 1,25 (OH) D3) lo que permite la regulacion
de la inflamacion dependiente de los niveles de séricos de vitamina D (Dankers et
al., 2017a).

En estudios in vitro de células dendriticas se ha reportado que en presencia de
calcitriol, (1,25 (OH) Ds), las células dendriticas permanecen en estado inmaduro-
tolerogénico promovido por la produccion de IL-12, TNF-a y la produccion de la
citocina antiinflamatoria IL-10. Estas células dendriticas tolerogénicas (CDt) poseen
menor capacidad de induccion proliferativa a células T proiinflamatorias y al mismo
tiempo inducen la polarizacion a células Treg y también induce la apoptosis de
células T autorreactivas (Dankers et al., 2017a).

En macrdéfagos, el calcitriol tiene un rol dual, antiinflamatorio y proiinflamatorio al
promover la polarizacion de estos a un fenotipo M1 proiinflamatorio en estadios
tempranos de la infeccion lo que favorece la respuesta contra antigenos
microbianos y la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-13. Asi también,
en presencia de calcitriol se ha reportado la polarizacion de macréfagos al fenotipo
antiinflamatorio M2, asi como disminucion en la expresidon de citocinas
proinflamatorias como IL-1f3, IL-6, TNF-a, 6xido nitrico y un aumento en la
produccion de IL-10 (Dankers et al., 2017a).

En relacion a los linfocitos T, la presencia de calcitriol inhibe la produccion de
interferon gama (IFNy, del inglés Interferon-gamma) lo que resulta en una menor
polarizacion de linfocitos T virgenes al fenotipo Th1, ademas se ha reportado que el
calcitriol induce la produccion de IL-4 y la expresion del factor transcripcion GATAS,
lo cual favorece la polarizacién de linfocitos T hacia un fenotipo antiinflamatorio Th2,
asi también la reduccion en la expresion de citocinas como IL-17 e IL-22 disminuye
la polarizacion a células Th17, uno de los principales fenotipos relacionados con la
autoinmunidad (Dankers et al., 2017a).

El efecto del calcitriol en las células B se caracteriza por la disminucion en su

proliferacion, induce apoptosis e inhibe el cambio de clase de inmunoglobulinas,
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incluso inhibe su maduracién a células plasmaticas lo que resulta en una menor
produccion de autoanticuerpos e induccion de la produccién de IL-10 e inhibicidén de

su capacidad de presentacion antigénica (Dankers et al., 2017a) (Figura 4).

T 10
CélulaB CélulaB Célula
virgen Th1 § IFNy inmadura madura plasmatica
Th2 ¢ 4 »
Y
Th17 8§ IL-17,1L-22, IFNy. Y ¥
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Th174
o Treg ¢ P Célula
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1 ,25(0")2 D3 8§ TNF-a
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dendriticas ¢ IL-10, TGF-g
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$  Activacién
Macréfagos & M2(L-10)
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Figura 4. Calcitriol (1,25 (OH)D; y sistema inmune.

Imagen modificada de Dankers, W., et al, 2017. Panorama general de los efectos
inmunomoduladores del calcitriol en células del sistema inmune. Las flechas verdes representan la
regulacion de citocinas antiinflamatorias, asi como el aumento en la diferenciacion celular y las
flechas rojas representan citocinas proinflamatorias y disminucién en la diferenciacion celular. La
presencia de calcitriol favorece la diferenciacion de linfocitos T al fenotipo Treg y Th2, en las células
dendriticas (DCs) promueve la permanencia de un estado tolerogénico de las mismas y promueve
la expresion de IL-10 y TGF-B, por otra parte favorece la polarizacion de macréfagos al fenotipo M2
y la expresion de IL-10 y en células B inhibe su maduracion a células plasmaticas, aunado a esto
disminuye la produccién de auto-anticuerpos.

11.8.4. Estudios de asociaciéon del consumo de vitamina D y autoinmunidad

Debido al efecto inmunomodulador de la vitamina D, se ha estudiado la deficiencia
sérica y en el consumo de la misma en enfermedades autoinmunes como esclerosis
multiple, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y diabetes mellitus tipo 2
en las cuales se ha reportado la asociacion entre la presencia de la enfermedad y
niveles bajos de vitamina D, tanto en su consumo como a nivel sérico (Li et al., 2013;
Treiber et al., 2015; Pierrot-Deseilligny and Souberbielle, 2017; Shoenfeld et al.,
2018; Meza-Meza et al., 2019). Las deficiencias de consumo de fuentes de vitamina
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D son comunes en la poblacion general, pero se presentan en mayor proporcion en

pacientes con enfermedades autoinmunes evaluados en relacion con su ingesta

diaria recomendada (IDR) y sugerida (IDS) en distintas poblaciones (Cuadro 4).

Cuadro 4. Vitamina D y asociacion con enfermedades autoinmunes.

Poblacion

Suecia AR
(n=727)
Lourdudoss, C., et al.,
2017.

USA AR
(n=152)

Merlino, A,L., et al., 2004.

México LES
(n=130)
Meza-Meza, M., et al.,
2019.

Japon AR
(n=441)

Murakami, I., et al., 2020.

Consumo

: . IDR/IDS Asociacion
vitamina D

Consumo menor al IDR 10-20 (10-20 Suplementacion vit D = mejor
5.86+2.30 pg/dia ug) respuesta al tratamiento.

Consumo vitamina D 272.5

U (AR) vs 336 Ul (SC) 600 Ul Mayor riesgo de AR

Presencia de LES y consumo

Consumo menor (3ug) 10 1g deficiente de vitamina D

Bajo consumo de Actividad AR y expresion

escados y mariscos 7 MMPs
P y mar Mg Bajo consumo de fuentes de
(fuente de vitamina D) -
vitamina D

En el Cuadro 4. se muestra la asociacion entre el consumo deficiente de vitamina D en relacion con
la ingesta diaria recomendada (IDR) y sugerida (IDS) de cada pais, con la presencia de
enfermedades autoinmunes. AR: Artritis reumatoide, LES: Lupus eritematoso sistémico, Ul:
Unidades internacionales, MMPs: metaloproteinasas, SC: sujetos control.

1.8.5. Deficiencias séricas de vitamina D en pacientes con AR

En diferentes poblaciones de pacientes con AR se ha reportado una relacién

negativa entre niveles séricos deficientes de vitamina D y la actividad de la

enfermedad de acuerdo con el indice DAS 28, es decir que a niveles mas bajos de

vitamina D, aumenta la actividad de la enfermedad de acuerdo con el DAS 28.

(Cuadro 5).

Los valores séricos de vitamina D se clasifican de acuerdo con los niveles séricos

de calcidiol, se consideran como deficiencia valores <20 ng/mL, insuficiencia valores

entre 21-30 ng/mL y suficientes valores >30 ng/mL. Valores mayores a 150 ng/mL

se han relacionado con intoxicacion (E et al., 2014)
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Cuadro 5. Deficiencias séricas de vitamina D y su asociaciéon con AR

Poblacion

Arabia Saudita
Sultan, F., et
al., 2015.

Tehran, Iran
(Zakeri, Z., et
al., 2016)

Bangkok,
Thailandia.
(Pakchotanon,
R., et al,
2013).
Hatay,
Turquia.
(Turhanofilu,
A, etal,
2011).

Genova, ltalia.
(Vojinovic, J.,
etal., 2017).

Patologia

AR

AR

AR

AR

AR

Niveles séricos de vitamina D

89% de pacientes deficiencia de
vitamina D
18.73 ng/mL

Suficientes 30.5 + 28.9 ng/mL

Insuficiencia relativa
28.79 ng/mL

Suficientes
30.24 ng/mL

Deficientes
17.62 ng/mL

Asociacion

Correlacion negativa niveles
vitamina D y DAS 28

Correlacion negativa niveles
vitamina D y DAS 28

No correlacion de vitamina D
y DAS 28.

Correlacion negativa niveles
vitamina D y DAS 28.
17.91 ng/mL -> DAS 28
5.940.6

Correlacion negativa Vitamina

Dy DAS 28

Distintos factores estan involucrados en la deficiencia de vitamina D a nivel sérico,

como la ubicacion geografica, la exposicion a luz solar, el consumo adecuado y

suficiente de alimentos fuentes de vitamina D y también es importante considerar la

presencia de variantes genéticas (polimorfismos) que existen en el gen del receptor
de vitamina D (VDR).

11.9. Receptor de vitamina D y polimorfismos

11.9.1. Receptor de vitamina D

El VDR se expresa en células del sistema enddcrino, cardiovascular, musculo

esquelético, sistema gastrointestinal, renal, reproductor, neuronas, piel y en células

del sistema inmune (linfocitos T y B y células presentadoras de antigenos

(macrofagos y dendriticas), debido a la diversidad de células en las que se expresa

el VDR, la actividad de la vitamina D se considera pleiotrépica al ser la expresion
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del gen de VDR, responsable de efectos fenotipicos y funcionales distintos en el
organismo (Daniel D. Bikle, 2014; Christakos et al., 2016; Dankers et al., 2017a).

El receptor de vitamina D es un factor de transcripcion miembro de la familia de los
receptores nucleares de hormonas esteroideas. Su estructura proteica esta
compuesta principalmente por tres dominios: 1) En su residuo amino terminal se
encuentra el dominio de unidn a una secuencia hexamérica conservada
(5'...AGAACA...3’) que se repite dos veces en el acido desoxirribonucleico (ADN)
con un separador de 3 nucledtido que conforma al genoma denominado elemento
de respuesta a vitamina D (VDRE, del inglés Vitamin D response element), contiene
ademas dos dedos de zinc que se van a unir a los surcos del ADN, 2) En su residuo
carboxi terminal se ubica el dominio de union a ligando (LBD del inglés Ligand
Binding Domain) que interacciona con el calcitriol y 3) Una region bisagra que une
ambos dominios y permite la interaccion del VDR con el receptor X de acido retinoico
(RXR, del inglés Retinoid X receptor) para la posterior formacion del heterodimero
(VDR-RXR) y ejercer las acciones genomicas del calcitriol via VDR (Figura 5)(Daniel
D. Bikle, 2014; Zenata and Vrzal, 2017).
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Dominios de unién a DNA Estructura proteina VDR

(DBD)

(dedos de zinc)
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Dominios de (Calcitriol)

dimerizacién

Figura 5. Estructura del receptor de vitamina D (VDR).

Imagen modificada de (Zenata and Vrzal, 2017). El receptor de vitamina D (VDR) esta conformado
por un dominio ubicado en su residuo amino terminal de unién a DNA, sitio que se una a las regiones
VDRE, otro dominio ubicado en su residuo carboxi terminal que corresponde al sitio de union
dependiente de ligando (LBD) y una region bisagra que une los anteriores y facilita la formacion del
heterodimero VDR-RXR en el nucleo.

La interaccion del calcitriol-VDR es de tipo endocrina, el calcitriol sérico ingresa a la
célula blanco por difusion pasiva y posteriormente se une al receptor de vitamina D
(VDR) en el citoplasma de la célula, este complejo calcitriol-VDR va a interactuar
con el receptor de acido retinoico (RXR) en el nucleo lo que conlleva a la formacion
de un heterodimero. Este heterodimero se trasloca en el nucleo celular para unirse
a secuencias especificas del VDRE. La union calcitriol/VDR/RXR-VDRE va a
promover el reclutamiento de complejos reguladores de la expresion de genes
especificos de la célula blanco. Por ejemplo, en linfocitos T CD4" la interaccion
calcitriol/VDR/RXR-VDRE va a regular a la alza la expresion de factores de

transcripcion (RORyT y SMAD7) que estan relacionados con la polarizacion de
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células T a células Th17 y Th1 respectivamente (Daniel D. Bikle, 2014, Christakos
et al., 2016).

1,25(0H),D5 25(0H)Ds Efecto del calcitriol en la polarizacién

(%) () linfocitos T helper

VDR: T-bet —_— Th1 l

Receptor de

{ vitamina D

() Genes de
VDR respuesta || - RORyt —— Th17 l
RXR: Receptor en linfocitos
de_ac!do TCD4+

O retinoico. ~ FOXP3 Treg 1

VDR
/ Respuesta celular

especifica

ntcleo

Figura 6. Interaccion gendmica entre el calcitriol y el receptor de vitamina D.

El calcitriol que se encuentra soluble ingresa a la célula por difusion pasiva donde se una a VDR,
posteriormente VDR se trasloca al nucleo y forma un heterodimero con el receptor de acido retinoico
(RXR), este heterodimero VDR-RXR se une a las regiones VDRE en el ADN modulando la expresion
de factores de transcripcion.

11.9.2. Gen del receptor de vitamina D

El gen VDR esta ubicado en el cromosoma 12 (12913.11), esta formado por 14
exones (100 kb) y se puede dividir en dos regiones (Figura 7A), una region
promotora y una region codificante. El primer exon se encuentra en la region
promotora donde se ubican 6 variantes importantes para el empalme alternativo de
las isoformas de VDR, en la regidn codificante se ubican los exones 2-9 los cuales
codifican para sus distintas isoformas (Jehan, d’Alésio and Garabédian, 2007;
Zenata and Vrzal, 2017).

Actualmente se han reportado tres isoformas: dos isorformas denominadas VDRA
y VDRB1 que se originan por corte y empalme alternativo y la tercera isoforma
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VDRA corta, es generada por la presencia del polimorfismo Fokl/ en el codon de
inicio de su traduccion. VDRA esta compuesto por 427 aminoacidos (48kDa)
mientras que VDRA corta por 424 aminoacidos.

La isoforma VDRB1 presenta una elongacion de 50 aminoacidos en su dominio
amino terminal, esta elongacion se debe a que el sitio de inicio de la traduccion
(ATG, metionina) de VDRB1 se ubica en el exdn 1d y en el caso de la isoforma
VDRA su sitio de inicio de la traduccién se ubica en el exdn 2, este alargamiento
proporciona diferentes reacciones de afinidad a su ligando (calcitriol) de acuerdo
con el tipo de tejido donde se esté expresando. Estas isoformas de VDR se han
encontrado en rindn humano y en lineas celulares de epitelio intestinal y renal. La
tercera isoforma tiene como resultado una version mas corta de VDRA (424
aminoacidos) y es generada debido a la presencia del polimorfismo Fok/ ubicado en
el exén 2 (Zenata and Vrzal, 2017) (Figura 7B).

A 100 kb
Region promotora Region codificante VDR
1§ 1e 1a1d 1b 1c 2 3 45 6 7 8 9 3-UTR
1 M
H— H | { HHH_]
B
2 3 45 6 7 8 9 VDRA
L AN — ==
1b 1 2 3 45 6 7 8 9 VDRB1
VDRA corta
2 3 45 6 7 8 9 “Variante Fokl"

H\)\/QD\/D\/QU - I E—

Figura 7. Representacion esquematica VDR y sus isoformas.

Imagen modificada de (Zenata and Vrzal, 2017). A. El gen de VDR esta formado por 14 exones que
se dividen en una regién promotora y una region codificante. B. Existen 3 isoformas que tienen su
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origen por corte y empalme alternativo, VDRA formada por 427 aa, VDRA en su version corta de 424
aa que se genera por la presencia del polimorfismo Fokl en el exén 2 y VDRB1 que es una version
50 aa méas larga debido a que su sitio de inicio de la traduccion se ubica en el exén 1d.

11.9.3. Polimorfismos en el VDR

Se han descrito varios polimorfismos en VDR y su potencial asociaciéon con
caracteristicas clinicas asociadas a la severidad en pacientes con enfermedades
autoinmunes. La frecuencia y distribucidn de estos polimorfismos en su mayoria
polimorfismos de nucledtido unico (SNP, del inglés Single Nucleotide
Polymorphism) varia entre grupos étnicos, por lo tanto se ha sugerido que
deficiencias en los niveles de vitamina D y la presencia de polimorfismo en VDR son
factores de riesgo genético que en interaccién con el ambiente contribuyen al
desarrollo y severidad de las enfermedades autoinmunes como AR (Bizzaro et al.,
2017a).

Los 4 polimorfismos mas estudiados en el gen VDR son Fokl, Bsml, Apal y Taql,
denominados asi por la enzima de restriccion con la cual fueron identificados. Cada
SNP tiene una ubicacion distinta en el gen de VDR, un intercambio de nucledtido
caracteristico y por lo tanto, un efecto funcional diferente en cada caso (Li et al.,
2013; Bodoki et al., 2015; Rivera-Leon et al., 2015; Zenata and Vrzal, 2017; Mahto
et al., 2018; Triantos et al., 2018) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Caracteristicas moleculares de los polimorfimos Fokl, Bsml, Apal y Taql

en VDR.
Polimorfismo Cambio de Nomenclatura por
Ubicacion nucleétido en endonucleasa Efecto funcional
(SNP)
el ADN
En presencia del alelo C se genera una isoforma mas corta
de 424 aa, debido a la generacion de un sitio de inicio de
Fokl Exén 2 CsT F>f la traduccién 9 nucledtidos rio abajo del sitio de inicio
rs2228570 convencional de la traduccion. Esto genera una proteina
mas activa en su capacidad de transactivacion como factor
de transcripcién.
Bsml ; El cambio de nucledtido no altera la proteina, sin embargo,
rs1544410 Intrén 8 A>G B>b afecta la expresion génica a través de la regulacion de la
estabilidad del ARNm y puede generar una alteracion en
Apal Intrén 8 A>C A>a los sitios de empalme para la transcripcion del ARNm o un
rs7975232 cambio en los elementos reguladores intrénicos
Taql Genera una variante sinénimo de la secuencia de
rs731236 Exén 9 C>T T>t codificacion. Influye en la regulacion de la estabilidad del
ARNm del VDR.

Referencia: ((G

. Kerr Whitfield et al., 2001; Uitterlinden, Fang, Van Meurs, et al., 2004)
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Se ha hipotetizado que la presencia de estos polimorfismos (Fokl, Bsml, Apal y
Taql) en VDR incrementan el riesgo genético de padecer una enfermedad
autoinmune (Bizzaro et al., 2017b; Bae and Lee, 2018).

En relacién con la AR se ha asociado la presencia de estos polimorfismos con el
riesgo de padecer la enfermedad, e incluso con mayor actividad de la misma. Un
metaanalisis realizado en 2014 reportd un a asociacion significativa entre los
polimorfismos Taqly Bsml con la enfermedad, sin embargo, reportaron que el origen
étnico, la edad y la ubicacion geografica podrian influir en la asociacion reportada
(Tizaoui and Hamzaoui, 2015; John et al., 2017).

Dos estudios realizados en pacientes con AR en poblacién tunecina y espafola
reportaron asociacion entre el alelo de riesgo FF en el polimorfismo Fokl con la
presencia de AR, mayor actividad de la enfermedad respectivamente y deficiencia
de vitamina D (Karray et al., 2012a; Rodriguez-Carrio et al., 2019).

En poblacion pakistani y egipicia se reportd asociacion entre la presencia de los
cuatro polimorfismos (Fokl, Bsml, Apal y Taql) y la presencia de AR (Mosaad et al.,
2014; Mukhtar et al., 2019)(Cuadro 7).

Cuadro 7. Estudios de asociacion en AR con los polimorfismos en VDR.

.. Genotipo o haplotipo L _
Poblacion . Asociacion Autor y afio
de riesgo
Tunez . .
. Mayor frecuencia en pacientes Karray, E., et
(Africa del Fokl: FF
con AR al., 2012
norte)
VDR polimorfismos y relacién Rodriguez-
Espaia Fokl: FF con niveles de vitaminaD y Carrio, J., et al.,
actividad clinica AR. 2019.
Presencia de polimorfismos
Fokl, Bsml, Apal, Taqgl. o o Mukhtar, M., et
Pakistan VDR, deficiencia de vitamina D y
FBAT . al., 2019.
presencia AR.
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Presencia polimorfismos VDR =
. Fokl, Bsml, Apal, Taql. o Mosaad, Y., et
Egipto susceptibilidad AR.
FBAT ] al., 2014.
Fokl: Ff = BAJA densidad 6sea.

VDR: Receptor de vitamina D, AR: Artritis reumatoide.

La presencia de los polimorfismos va a dar origen a un haplotipo, se ha reportado
en poblacién egipcia como haplotipo de riesgo para AR la presencia de los alelos
FBAT y en los cuatro polimorfismos (Fokl, Bsml, Apal, Taql) (Mosaad et al., 2014).

110 Niveles séricos de VDR soluble (sVDR)

Se ha sugerido que la vitamina D desempefia un papel importante en muchas
actividades fisiologicas, el metabolismo 6seo, absorcién de calcio a nivel intestinal
asi como la modulacién del sistema inmune (Dankers et al., 2017a).

Se ha reportado que la deficiencia de vitamina D esta involucrada en el desarrollo
de numerosas afecciones como enfermedades autoinmunes, cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, osteoartritis, enfermedades inflamatorias e infecciosas,
trastornos mentales y cutaneos (Celikbilek et al., 2014; Altun et al., 2018; Akturk et
al., 2019; Kultur et al., 2019; Al-Ghafari, Balamash and Al Doghaither, 2020).

Para que la vitamina D ejerza sus funciones debe unirse al VDR. El VDR es un
factor de transcripcion de la familia de los receptores nucleares dependiente de
ligando que se encuentra en el citoplasma de la célula, este receptor es ubicuo y

esta presente en multiples tejidos (Christakos et al., 2016).

La evidencia donde se relacionan los niveles de vitamina D y VDR en suero
conocido como VDR soluble (sVDR) no es concluyente, se ha reportado que en
enfermedades inflamatorias como la migrafna, cancer y autoinmunes como la
espondilitis anquilosante hay presencia de sVDR en suero sanguineo la cual se

relaciona con una mayor actividad de la enfermedad y con estadios mas avanzados
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en el caso de cancer colorrectal (Celikbilek et al., 2014; Kultur et al., 2019; Al-
Ghafari, Balamash and Al Doghaither, 2020).

sVDR al ser un receptor nuclear no deberia encontrase de forma soluble; sin
embargo, se ha hipotetizado que el ser detectado en suero en patologias de caracter
inflamatorio pudiera estar relacionado con dafio o muerte celular de caracter
inflamatorio como la piroptosis. La piroptosis es un tipo de lisis celular regulada por
el inflamosoma, un complejo proteico que se encuentra en el citoplasma de células
del sistema inmune innato, el inflamosoma tiene actividad proteolitica la cual se
desencadena en procesos inflamatorios bajo la presencia de la interleucina IL-1p,
en este tipo de muerte celular existe liberacidn de cuerpos intracelulares al medio
(Beere and Green, 2017).

La activacion del inflamosoma y la presencia de piroptosis de forma exacerbada se
ha reportado en enfermedades autoinmunes y en dafio tisular, ambas
caracteristicas de la artritis reumatoide, por lo tanto, se propone analizar la relacion
del estatus de vitamina D y la presencia de sVDR en pacientes con AR (Spel and
Martinon, 2020).
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ILPLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune degenerativa que
afecta la calidad de vida de quienes la padecen. La dieta se ha descrito como un
factor involucrado en el desarrollo y progresion de esta patologia. El consumo bajo
de nutrientes inmunomoduladores como la vitamina D se ha relacionado con la

deficiencia sérica de calcidiol, calcitriol y mayor actividad clinica de la enfermedad.

El receptor de vitamina D (VDR) se expresa en distintas células del sistema
inmune donde actua como un factor de transcripcion; modula la expresion de genes
relacionados con la respuesta inmune y con la regulacion de las concentraciones

de calcidiol y calcitriol.

La deficiencia sérica de vitamina D en AR se ha relacionado con la presencia
de polimorfismos en VDR y su expresion en células del sistema inmune podria estar
asociado con el desarrollo de autoinmunidad. Las variantes genéticas mas
estudiadas en VDR son Fokl, Bsml, Apal y Taql. Las cuales se han descrito
asociadas a las deficiencias séricas de vitamina D y cambios en la homeostasis
inmunologica de las células Th17/Treg y sus citocinas.

En estudios previos de pacientes con AR no se ha reportado la asociacion de
los polimorfismos en VDR, ni la expresion de su mRNA, niveles séricos de sVDR,
asi como su relacion con los niveles séricos de calcidiol, calcitriol o cambios en la

expresion del mMRNA las subpoblaciones Th17/Treg y sus citocinas.

Por lo tanto, es de nuestro interés evaluar si existe alguna asociacion entre

estas variables con la actividad clinica de la AR.
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IV.HIPOTESIS

La presencia de los alelos de riesgo TGCT en VDR se asocia con una baja expresion
de su mRNA, deficiencia de calcidiol/calcitriol, niveles séricos altos de sVDR,
disminucién en la expresion de citocinas Treg y un aumento en la expresion de
citocinas Th17 relacionadas con una actividad clinica mayor de la artritis

reumatoide.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general

Determinar la asociacion de los polimorfismos en VDR con la expresion de su

mMRNA, niveles séricos de calcidiol, calcitriol, sVDR y perfiles Th17/Treg en

pacientes con artritis reumatoide.

V.2 Objetivos particulares

1.

Comparar los niveles séricos de calcidiol, calcitriol, la relacién

calcitriol/calcidiol y sVDR en ambos grupos de estudio

. Relacionar los niveles séricos de calcidiol, calcitriol, la relacion

calcitriol/calcidiol y sVDR, con las variables clinicas de la AR

Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos Fokl,
Bsml, Apal y Taql en VDR en pacientes con AR y sujetos control

Inferir el desequilibrio de ligamiento, haplotipos y haplogenotipos de los
polimorfismos en VDR en ambos grupos de estudio

Asociar los polimorfismos en VDR con los niveles séricos de calcidiol,
calcitriol, la relacion calcidiol/calcitriol, sVDR y las variables clinicas de la AR
Asociar la expresion del mMRNA de VDR, RORC y FOXP3 en leucocitos de
sangre periférica de acuerdo con los niveles séricos de calcidiol, calcitriol,
sVDR y de los polimorfismos de riesgo en VDR en pacientes con ARy en SC
Determinar la asociacion de los niveles séricos de calcidiol, calcitriol, la
relacion calcidiol/calcitriol, sVDR y de los polimorfismos de riesgo en VDR
con los niveles séricos de citocinas de los perfiles Th17 (IL-6, IL-13, IL-17Ay
TNF-a) y Treg (IL-10 y TGF-B) en pacientes con ARy en SC
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V1. DISENO METODOLOGICO

VI.1. Tipo de estudio
De casos y controles.

VI.2. Sede del estudio
¢ Red de Inmunonutricion y Genomica Nutricional en las Enfermedades
Autoinmunes del Laboratorio de Microscopia confocal, Centro
Universitario de Ciencias de la Salud, Universidad de Guadalajara.
e Servicio de Reumatologia del Hospital Civil Fray Antonio Alcalde,

Guadalajara, Jalisco

VIL.3. Consideraciones éticas
El proyecto se encuentra aprobado por los Comités de investigacion, ética en
investigacion y de bioseguridad del CUCS (CI-1929 2019) y el Comité de Etica en
Investigacion del Antiguo Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
(280/19). Asi mismo el proyecto se realizé considerando la Ley general de Salud y
bajo los lineamientos de la Declaracion de Helsinki.

VI1.4. Consideraciones de bioseguridad
Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI) que se generen en esta
investigacién seran materiales punzocortantes y hemoderivados. Estos se
identificaran y se depositaran en bolsas, recipientes y/o contenedores recolectores,
de acuerdo con lo sefialado en la NOM-087- ECOL-SSA1- 2002.

VL.5. Universo de estudio
Pacientes con artritis reumatoide (AR) clasificadas de acuerdo a los criterios del
ACR/EULAR 2010 que acuden al Servicio de Reumatologia del Hospital Civil Fray
Antonio Alcalde, Guadalajara, Jalisco y SC femeninos del Occidente de México.
VI.6. Periodo de estudio
Febrero 2020 a Enero 2024.
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VL.7 Criterios de seleccion de los grupos de estudio

VI1.7.1. Criterios de inclusion

e Generales de ambos grupos de estudio

e Mayores de 18 afios

e Sexo femenino

e Mestizas mexicanas: 3 generaciones de residencia en la region del
Occidente de México con ascendencia de los siguientes estados:
Jalisco, Nayarit, Michoacan, Colima, Zacatecas, Aguascalientes y
Guanajuato (Aguilar-Velazquez et al., 2016).

¢ No consumo excesivo de bebidas alcohdlicas (3 dias previos a la
evaluacion)

e Grupo AR
e Diagnostico y clasificacion de AR de acuerdo con los criterios del
ACR/EULAR 2010
e Con cualquier grado de actividad de la enfermedad
e IMC >16 kg/m? y <40 kg/m?
e Sin presencia de enfermedades autoinmunes sobrepuestas

e Grupo sujetos control (SC)
e Sin presencia de enfermedades autoinmunes o estados crénicos
alérgicos
e Sin indicacion de medicamentos anti-inflamatorios, hormonales,
tratamiento anticonceptivo hormonal
e Sin antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes
e IMC >16 kg/m? y <40 kg/m?

VL.7.2. Criterios de no inclusién
e Embarazo
e Procesos tumorales
e Diagnostico de VIH o Hepatitis
e Presencia de infeccion reciente (<3 dias)

VI.7.3 Criterios de exclusion
e Muestra sanguinea insuficiente
e Evaluacién incompleta del estado nutricio
e Infeccion reciente o actual
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V1.8 Calculo del tamaino de muestra

El tamafio de la muestra se calculd utilizando el programa estadistico la calculadora
OpenEpi version 3, basado en la formula de Fleiss con correccion de continuidad
(CC)y con nivel de confianza del 95% y una probabilidad de deteccién del 80%, con
un OR maximo estimado de 2 para polimorfismos de penetrancia baja.

P20R

P1=
1+P2(0R-1)

Se tomd como referencia los datos del estudio de Rivera-Leon et al., realizado en
poblacion del Occidente de México (Rivera-Ledn et al., 2015), en el cual los alelos
polimorficos t de Taql 'y a de Apal presentaron una frecuencia del 44% en el grupo
control. De acuerdo con el calculo, 144 alelos de t de Taql/ y 144 alelos de a Apal
son necesarios para detectar una diferencia similar del 44% en la distribucién de
ambos polimorfismos en este estudio; por lo cual, seria necesario incluir de manera
minima 72 sujetos (diploidia 2n) en cada grupo para detectar en nuestra poblacion
las frecuencias reportadas en ese estudio previo del alelo menor de ambos

polimorfismos.

Para incrementar el poder estadistico se incluiran por conveniencia 200 SC y 200
pacientes con AR de acuerdo con los criterios del ACR/EULAR 2010 y el muestreo
sera por inclusion continua.

V1.9 Variables

V1.9.1 Variables independientes
e Presencia de AR

e Genotipos y alelos de los polimorfismos en VDR: Fokl (rs2228570), Taql
(rs731236), Bsml (rs1544410) y Apal (rs7975232).

e Haplotipos y haplogenotipos funcionales en VDR

e Expresiéon de mRNA de VDR

V1.9.2 Variables dependientes

¢ Niveles séricos de VDR (Receptor de vitamina D)

e Niveles séricos de calcidiol (ng/mL)
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e Niveles séricos de calcitriol (pg/mL)

e Cuantificacién de subpoblaciones Th17/Treg

VI.11 Métodos

VI1.11.1 Valoracion clinica

VI1.11.1.1 Inclusién de participantes
A partir de una revisién de expedientes de las pacientes que acuden al servicio de

reumatologia en el periodo de febrero del 2020 a febrero del 2023, se identificaron
a las pacientes que cumplian con los criterios de inclusion, posteriormente se realizd
la invitacion para participar y se les explicd en qué consistia el estudio. Al firmar el
consentimiento informado se inicio el llenado de la historia clinica. La inclusion de
SC se realiz6 mediante invitacion en diversos sitios de la ciudad y redes sociales;
se incluyeron a aquellas que cumplian con los criterios del cuestionario de filtrado.
En ambos grupos se les asigné un folio de una secuencia numérica continua
conforme fue el ingreso al estudio, para su identificacion en el analisis de datos y
conservar la confidencialidad de su informacion.
VI.11.1.2 indices de actividad clinica ’

Con ayuda del médico reumatodlogo se realizo la evaluacion del Indice de actividad
DAS28 y el indice de cronicidad de acuerdo con la ACR/EULAR 2010, asi como la
obtencion de los datos clinicos y bioquimicos de cada paciente con AR al momento
de la consulta médica.

V1.11. 2 Toma de muestras sanguineas
Con ayuno previo de 12 horas, se realizo la toma de muestra sanguinea venosa (20
mL) en la regién antecubital de la paciente por personal capacitado en esta actividad
y con material nuevo y estéril. La muestra se distribuydé en un tubo seco para
obtencion de suero y 3 tubos con anticoagulante EDTA (del inglés ethylene diamine
tetra acetate) para obtencion de DNA.
El analisis de las muestras se realizdé en el Laboratorio de Microscopia de alta
resolucidon | del CUCS. Los valores de biometria hematica se obtuvieron de los

analisis bioquimicos que se realizan las pacientes para su cita de control.
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V1.11.2.1 Cuantificacion de los niveles séricos de calcidiol [25-(OH) D3]
y calcitriol [1,25-(OH)2 D3]

Se utilizaron kits ELISA de unién competitiva en fase sélida, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Cuadro 7) y se interpretaron con base a valores de

referencia (Cuadro 8).

Cuadro 8. Especificaciones de los kits de ensayo ELISA para calcidiol y calcitriol

. . Rango de o . ‘s
Metabolito y Kit deteccion Sensibilidad Longitud de onda de deteccion
. 1.6 ng/mL Medicion fotométrica: 450 nm
HE’[TSR i(i)thét:eé%g:ci\;:aczsln@D 4 — 120 ng/mL Longitud de onda de referencia:
9 620-650 nm
Human soluble 1,25- 1000 fmol/L- <250 fmol/L 450 nm
dihydroxyvitamin D3 ELISA kit 5000 fmol/L

Cusabio ®

Cuadro 9. Valores de referencia para calcidiol y calcitriol

Metabolito Valores de referencia

Suficiencia: >30 ng/mL
25-OH vitamina D (calcidiol)2® Insuficiencia relativa: 220-<30 ng/mL
Deficiencia: <20 ng/mL
Normal: 15-60 pg/mL

1,25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol)®

2 Inserto kit EKISA Eagle Biosciences. "Torres del Pliego & Nogués-Solan, 2014.
“Avila et al., 2007; Need et al. 2002.

e Determinacion de calcidiol [25 (OH) D3]
Fundamento de la técnica:

Como primer paso del analisis, los calibradores y las muestras de los pacientes se
diluyeron con un analogo de la 25-OH vitamina D marcada con biotina y se agrego
a los pocillos de la microplaca que estaba recubierta con anticuerpos monoclonales
anti-25-OH Vitamina D. Durante la incubacion, una cantidad desconocida de 25-OH
Vitamina D presente en la muestra del paciente y una cantidad conocida del analogo
de 25-OH vitamina D marcada con biotina, compitieron por los sitios de unién de
anticuerpos presentes en la microplaca. Posteriormente se realizé un lavado para
eliminar la 25-OH vitamina D que no se unio. Para la deteccion de 25-OH vitamina

D marcada con biotina que permanecié unida, se realiz6 una segunda incubacion
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con estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP, del inglés
Horseradish Peroxidase). En una tercera incubacion se utilizo el sustrato de la HRP,
la tetrametilbencidina (TMB, del inglés 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine), por lo que la
HRP unida catalizé una reaccion enzimatica-colorimétrica. La reaccién se detuvo
con la adicion de la solucion de paro y la placa de microtitulacion se ley6é a una
longitud de onda de 450 nm, con correccion a 630 nm, la intensidad del color es

inversamente proporcional a la concentracion de vitamina D 25-OH.

e Determinacion de calcitriol (1,25 (OH)2 Ds)
Fundamento de la técnica:

Se generd una reaccion de inhibicion competitiva entre los analogos de 1,25 (OH)2
D3 marcados con biotina y conjugados con HRP y el antigeno no marcado presente
en la muestra de suero, por los anticuerpos especificos para el analito de interés
que recubrian el fondo de los pocillos de la microplaca. Se realizé una incubacion y
se realizé un lavado para detener la reaccion de competencia y descartar el
conjugado sin unir. Se afadié la solucion de sustrato TMB y se incubd. El desarrollo
de color se detuvo con una solucién de paro y la placa de microtitulacion se leyé a
una longitud de onda de 450 nm, con correccion a 620nm. La cantidad de recambio
del sustrato se determind colorimétricamente al medir la absorbancia, que fue

inversamente proporcional a la concentracion total del metabolito en la muestra.

VI1.11.3 Cuantificacion de los niveles séricos de sVDR

Se utilizé el kit de ELISA tipo sandwich para sVDR siguiendo el protocolo del
fabricante (Cuadro 10).

Cuadro 10. Especificaciones del kit de ELISA para sVDR

. . Rango de o Longitud de onda
Metabolito y Kit . Sensibilidad .
deteccion de deteccidén
Soluble h 6.25 pg/mL - 400 Minima dosis
_Soiub’e numan pg/mL detectable 1.56 450 nm
vitamin D Receptor pg/mL
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(VDR) ELISA kit
(CUSABIO)

e Determinacién de receptor de sVDR en suero
Fundamento de la técnica:

Este ensayo se baso en la técnica cuantitativa de inmunoensayo enzimatico (ELISA)
en sandwich. La microplaca estaba recubierta con un anticuerpo especifico para
sVDR. Los estandares y las muestras se pipetearon en los pocillos. Las muestras
se incubaron y el sVDR presente en las muestras se uni6 al anticuerpo previamente
fijado en la placa. Posteriormente se descarté el sobrenadante para eliminar
cualquier sustancia no unida, después se agreg6é un anticuerpo conjugado con
biotina especifico para otro epitopo de sVDR a los pocillos y se dejo incubar. A
continuacion, se realizé un lavado y se agrego peroxidasa de rabano conjugada con
avidina (HRP) a los pocillos. Por ultimo, se realizé un lavado para eliminar cualquier
residuo de avidina-HRP no unido y se agrego una solucion de sustrato (TMB) a los
pocillos. La intensidad del color fue proporcional a la cantidad de sVDR unida en el
paso inicial. La reaccion colorimétrica se detuvo y se mide la intensidad del color a
450 nm dentro de los siguientes 5 min.

VI1.11.4 Determinacién de los polimorfismos Fokl, Bsml, Apal y Taql en
VDR.

VI1.11.4.1 Genotipificacion
Se realizé mediante ensayos de genotipificacion por discriminacion alélica basados

en la quimica de las sondas TagMan ®, que consisten en el uso de pares de primers
de PCR pre-optimizados y dos sondas para la discriminacion alélica que se utilizan
para amplificar y detectar alelos especificos en el DNA genomico (DNAQ).

Fundamento de la técnica:

La técnica se basé en la reaccidn de PCR (del inglés, polymerase chain reaction)
de punto final, sélo que la deteccion de los productos amplificados sucedio en cada
ciclo de la reaccion, la cual se basé en el uso de moléculas o reporteros
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fluorescentes que emiten una sefial que sirve para detectar los productos
amplificados. El método de sondas TagMan siguio el principio de transferencia de
energia de resonancia fluorescente (FRET, del inglés fluorescent resonance energy
transfer) para la generacion de la sefal, se baso en hidrdlisis de la sonda y la
liberacion de su quencher de las sondas fluorescentes de oligonucledtidos
etiquetados con un reportero fluorescente (VIC o FAM) en el extremo 5 y una
molécula aceptora o quencher en el extremo 3’, que se encuentran en estrecha

uniodn, mientras la sonda no hibride a su secuencia blanco.

Cuando la sonda hibridd, ocurrieron cambios conformacionales en estas moléculas
y la actividad exonucleasa 523’ de la enzima Taq polimerasa rompié su unién y
logro que la fluorescencia emitida por el reportero sea liberada y capturada por el
equipo. Mientras no haya unién de la sonda a su secuencia blanco, no habra sefial
de fluorescencia o amplificacion de la sefial (Tamay de Dios et al., 2013) (Figura 8).

1. Componentes del ensayo y plantilla del DNA

Primer sentido Sonda l Sonda Primer antisentido
pbiheclo v @ b ity

R

W) Marcador VIC

5 Plantilla de DNA (6/4) ¥

ALTTTTTTITITITITTTNTT . ' Marcador FAM
(cm
2. Plantilla desnaturalizada y componentes el ensayo de alineamiento
i tick Sonda f I Sonda ’ Primer antisentido
Vv
N L VL

Sonda
©m
Cebador

3. Polimerizacién y generacion de sefial Plantilla

Sonda T TTTTTTT ' I I ' TT1 Cebador extendido
] Primer antisentido
rimer sentido

Figura 8. Fundamento ensayo discriminacion alélica por sondas TagMan®.

Imagen modificada de Thermofisher.

V1.11.5 Estimacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos en VDR
Para la descripcion estadistica de los polimorfismos (Cuadro 10) primero se estimo

la frecuencia en la poblacion de cada alelo y de cada genotipo a partir de los
resultados obtenidos en la técnica de discriminacion alélica por sondas TagMan®.
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El calculo de las frecuencias genotipicas y alélicas se realizé por conteo directo:
para las frecuencias alélicas se duplicé la muestra tomando como unidad de
observacion el cromosoma (cada individuo contribuye con 2 cromosomas) y se
calculo la proporcion de cada alelo. Para las frecuencias genotipicas, se calculo la

proporcion de individuos con cada genotipo.

Cuadro 11. Caracteristicas de los polimorfismos en VDR

Genotipos posibles
Silvestre  Heterocigoto Homocigoto

Cambio
de base

SNP Localizacion Cromosoma
Fokl 12:47879112

(e2oos70)  EX6n2 C>T FF Fi ff
s o o Introns 12:47836052  poq BB Bb bb
(rsgz"z’%) Exong 1247844974 ooy T Tt it
(rs7’é‘$§£32) Introng 1247845054 soc AA Aa aa

C: citosina, T: timina, A: adenina, G: guanina.
Gado et al., 2017; Mahto et al., 2018

V1.11.5.1 Estimacién del desequilibrio de ligamiento, haplotipos y
haplogenotipos de los polimorfismos en VDR

e Desequilibrio de ligamiento

Entre diferentes polimorfismos localizados en el mismo cromosoma y relativamente
préximos entre si, suele observarse cierto grado de correlacion o asociacion
estadistica denominada desequilibrio de ligamiento (LD, del inglés linkage
disequilibrium) (Iniesta et al., 2005). EI LD entre los polimorfismos Fokl, Apal, Bsml
y Taql se expreso con el coeficiente corregido de Lewontin D (D’) (Lewontin RC,
1964), el cual se estimé con el software SHEsis.

e Haplotipos y haplogenotipos

Las posibles frecuencias de los haplotipos de los alelos de los SNPs en VDR, se
infirieron con el algoritmo de maxima verosimilitud de Excoffier y Slatkin (Excoffier
& Slatkin, 1995) mediante el software SHEsis. Los haploglenotipos se identificaron
por conteo directo de acuerdo con las combinaciones de haplotipos homocigotos

que se presentaron.
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V1.11.6 Cuantificacion expresion mRNA de VDR

VI1.11.6.1 Extraccion de mRNA de leucocitos totales

La extraccion del RNA mensajero (mRNA del inglés messenger Ribonucleic Acid)
se realizé mediante el uso de la técnica de Trizol de Chomczynsky y Sacchi
(Chomczynski-Sacchi, 1987). Para la obtencion de leucocitos totales se afnadio en
un tubo cénico con pipeta Pasteur estéril 3 mL del gradiente de densidad 1.119 g/mL
(Histopaque® H1119) (Figura 9a), posteriormente se colocaron con una pipeta
Pasteur estéril 3 mL del gradiente de densidad 1.077 g/mL (Lymphoprep™
H1077)(tocando parte de la pared del tubo que no se haya tocado con el anterior
gradiente para evitar contaminar reactivos), una vez colocados los gradientes se
procedié a afadir despacio y por las paredes 6 mL de sangre periférica fresca con
anticoagulante EDTA, posteriormente se centrifugd el tubo a 800 g (1800rpm)/25
min, terminando la centrifugacion el tubo se retird de la centrifuga con cuidado para

evitar que se rompiera el gradiente.

Se tomaron 10 alicuotas de 200 yL de la fraccién de plasma (Figura 9b) (Para
procedimientos posteriores que puedan requerir plasma). Con otra pipeta Pasteur
estéril se tomé el primer anillo superior de células (mononucleares) y se colocaron
en un tubo conico nuevo y posteriormente se tomo el segundo anillo inferior formado
(polimorfonucleares o granulocitos) y se colocaron en el mismo tubo cénico donde
se coloco el primer anillo (con cuidado de no tomar la fraccion de eritrocitos del tubo
inicial). A continuacion, se procedio a lavar la mezcla de los 2 anillos de leucocitos
totales, primero se afadio buffer salino de fosfatos (PBS, del inglés phospate buffer
saline) hasta completar 11mL del tubo coénico y se homogenizé suavemente por
inversion y después se centrifugd el tubo a 800g (1800 rpm)/10 min, una vez
centrifugado se decantd el sobrenadante con un movimiento firme y suave
conservando solo el botdn precipitado formado al fondo del tubo. El boton de células
se resuspendié con la pequefa parte de volumen de sobrenadante restante que
permanece por tensidén superficial en el tubo con pequefios golpes. Si el boton se
visualizaba de color rojizo debia realizarse un segundo lavado colocando PBS hasta
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11 mL, posteriormente se homogenizé por inversion, se centrifugé a 800 g (1800

rom) /10 min y se decant6 el sobrenadante nuevamente.

a. b.

Plasma

Sangre Celulares mononucleares
y plaquetas

H1077

Granulocitos
H1077 H1119

H1119 ' Eritrocitos

Figura 9. Separacion por gradientes de linfocitos totales.

H1077: Gradiente de densidad 1.077 g/mL para células mononucleares de sangre periférica; H119:

Gradiente de densidad 1.119 g/mL para células polimorfonucleares.

Una vez obtenidos los leucocitos totales se agregaron al tubo 100 pL del reactivo
TRIzol® (Invitrogen Life Technologies, USA) y se homogenizo por resuspension con
la micropipeta hasta observar una suspension homogénea, posteriormente se
dejaron reposar por 5 min y por resuspension suave se homogenizo el precipitado
del fondo del tubo cénico. Se agregaron 40 uL de cloroformo, la muestra se
homogenizo y se dejo reposar por 5 min. Se centrifugdé a 10,000 rpm por 18 min a
4° C y se recuper¢ la fase acuosa con 100 pL de isopropanol, una vez recuperado
el mMRNA, esté se rehidrat6 con 10 pL de agua con dietilpirocarbonato como inhibidor
de las RNAsas. Por ultimo, se cuantifico la concentracion del mRNA obtenido y las

muestras se almacenaron a -80° C.

V1.11.7 Cuantificacion de la expresion del mRNA de VDR, FOXP3 y
RORc en leucocitos totales

Se cuantificaron los niveles de expresion del mMRNA del receptor de VDR, FOXP3 y
RORc por la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR del inglés,
quantitative polymerase chain reaction) de dos pasos con sondas de hidrolisis
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especificas e iniciadores disefiados por medio de la plataforma ThermoFisher
Scientific basados en la quimica de las sondas TagMan®.

V1.11.7.1 Transcripcion inversa

En un tubo de 0.2 pL se agregaron 1 yL de Oligo dT y 1 uyg de mRNA, el tubo se
afor6 a un volumen final de 15 pL con agua dietilpirocarbonato (DEPC) desionizada
libre de RNAsas y se incubaron a 70° C durante 5 minutos. Posteriormente, la
muestra se colocé en hielo para después agregar: 5 uL del buffer de reaccion 5x,
1.25 yL de dNTPs (10 mM), 0.25 uL del inhibidor de la RNasa (400 U/uL) y la enzima
M-MLYV para aforar a un volumen final de 25 pL e incubar a 42 °C por 60 minutos.
Por ultimo se agregaron 0.5 yL de la ribonucleasa H (1.5 U/pL) y la muestra se
incubo por 20 minutos a 37° C para finalmente almacenar el DNA complementario
obtenido a -80° C.

Fundamento de la técnica:

En la técnica de dos pasos la transcripcion inversa y la amplificacion se realizaron
en dos reacciones separadas, una reaccidn para la generacién de la cadena
complementaria de ADN de acuerdo al protocolo que se mencionaba en la seccion
IV.4.2 Transcripcidn inversa y un segundo que consto de una reaccidén en cadena
de la polimerasa en tiempo real (qQPCR) con un par de primer especificos para la
cadena de ADN complementario y una sonda complementaria basada en la quimica
de las sondas TagMan® (Figura 10).
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Figura 10. Fundamento cuantificacion expresion mRNA con técnica de sondas
TagMan®.

Imagen modificada de Thermofisher.

Para los genes VDR, FOXP3 y RORC se utilizaron las sondas con las siguientes
caracteristicas:

Nombre del gen TagMan
Assay ID
VDR Hs00172113_m1
FOXP3 Hs00203958 m1
RORC Hs01076122_m1

Como gen de referencia (expresion constitutiva) se utilizé la sonda GAPDH (del
inglés glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Hs9999905 m1) de Applied
Biosystems.
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VI1.11.8 Cuantificacion de citocinas Th17 y Treg

La cuantificacion de las citocinas de los perfiles Th17 y Treg se realiz6 mediante el

uso de la técnica ELISA indirecta en sandwich.

Fundamento de la técnica:

Este ensayo se baso en la técnica cuantitativa de inmunoensayo enzimatico (ELISA)
en sandwich. La microplaca estaba recubierta con un anticuerpo especifico para la
citocina de interés. Los estandares y las muestras se pipetearon en los pocillos. Las
muestras se incubaron y el analito de interés presente en las muestras se unio al
anticuerpo previamente fijo en la placa. Posteriormente se descart6 el sobrenadante
para eliminar cualquier sustancia no unida, después se agregd un anticuerpo
conjugado con biotina especifico para otro epitopo del analito de interés a los
pocillos y se dejo incubar. A continuacion, se realiz6 un lavado y se agregd
peroxidasa de rabano conjugada con avidina (HRP) a los pocillos. Por ultimo, se
realiz6 un lavado para eliminar cualquier residuo de avidina-HRP no unido y se
agrego una solucién de sustrato (TMB) a los pocillos. La intensidad del color fue
proporcional a la cantidad de analito unido en el paso inicial. La reaccion
colorimétrica se detuvo y se midio la intensidad del color a 450 nm dentro de los

siguientes 5 min (Figura 11).

W

Conjugado &,
idina-HRP
avidina T™MB '

Anticuerpo de
deteccién con A A

HRP: Peroxidasa de rabano.
TMB: Tetrametil benzidina

«

LI Il Il

Figura 11. Fundamento de la técnica ELISA indirecta tipo sandwich.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd con los softwares STATA v14, y GraphPad Prism
v8. Para el analisis descriptivo, las variables discontinuas nominales se expresaron
como frecuencias y porcentajes, las variables continuas con distribucion
paramétrica se expresaron como medias + desviacion estandar (DS) y las variables
no parameétricas se expresaron como medianas y percentiles 5-95. Para el analisis
inferencial, se utilizo la prueba de x? para la comparacién de proporciones. Para
determinaciones cuantitativas paramétricas de dos grupos se utilizé la prueba de t
de Student y para mas de dos grupos la prueba de ANOVA. La prueba U de Mann-
Whitney se utilizo para las determinaciones cuantitativas no paramétricas de dos
grupos y para mas de dos grupos la prueba de Kruskal-Wallis. Se consideraron
diferencias significativas con un valor de p < 0.05. La expresion relativa del mRNA
de VDR se calcul6 usando los métodos: 2-2¢9 y el método 222C4 para la comparacion
por grupos después de validar la eficiencia de las reacciones de los genes de interés
y del gen GAPDH utilizado como gen de referencia.

Las diferencias se consideraron como significativas con un valor de p < 0.05.
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VIIl. DIAGRAMA DE TRABAJO
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IX. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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Escritura de articulo
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X. RESULTADOS

Se captaron en total 148 pacientes con AR y 201 participantes SC. Respecto a las
caracteristicas sociodemograficas de ambos grupos de estudio las pacientes con
AR tenian mayor edad, peso, IMC e ICC vs. las SC (Edad: AR= 48 (27 — 65) vs.
SC= 34 (19 - 59), p<0.001; peso (Kg): AR=67.4 (48.59 —93.4) vs. SC=62.5 (47.7 -
86.7), p<0.01; IMC (kg/m?): AR=27.42 (20.09 — 36.58) vs. SC=24.06 18.7 — 34.89);
ICC: AR=0.84 (0.74 — 0.98) vs. SC= 0.8 (0.68 — 0.93)(Cuadro 12).

Cuadro 12. Caracteristicas sociodemograficas y antropométricas de ambos
pacientes con ARy SC.

Variable AR (n=148) SC (n=201) Valor de p*

Caracteristicas sociodemogrdficas

Edad (afios)® 48 (27 - 65) 35 (19 — 59) <0.001

Variables antropométricas

Talla (m)? 1.56 (1.48 — 1.66) 1.61 (1.50 — 1.70) <0.001
Peso (kg)? 67.4 (48.9 — 93.4) 62.5 (47.7 — 86.7) <0.01
IMC (kg/m?)? 27.42 (20.09 — 36.58) 24.06 (18.7 — 34.89) <0.001
Icca 0.84 (0.74 — 0.98) 0.8 (0.68 — 0.93) <0.001

HDL: Colesterol de alta densidad; LDL: Colesterol de baja densidad; IMC: Indice de masa corporal; ICC: indice cintura
cadera; VSG: Velocidad de sedimentacion globular; pCr: proteina C reactiva; Anti CCPs: Anticuerpos antipéptidos
citrulinados; AINEs: Drogas antiinflamatorias no esteroideas. 2 Valores dados en mediana (p5-p95),U-Mann Whitney.

En el cuadro 13 se describen las caracteristicas clinicas de las pacientes con AR.
La mediana del tiempo de evolucion de la enfermedad fue de 6.8 afios y la mediana
de la puntuacién del indice de actividad clinica DAS28 fue de 3.07 interpretado como
actividad leve de la enfermedad.

El 58% de las pacientes con AR eran tratadas con farmacos tipo AINES
(antiinflamatorios no esteroideos), 17% con glucocorticoides, 4% con azatioprina,
35% con cloroquina, 87% con metotrexato y el 70% con sulfasalazina.
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Cuadro 13.Caracteristicas clinicas de los pacientes con ARy SC.

Variable AR (n= 148) SC (n=201) Valor de p
Estado de la enfermedad
Tiempo de evolucion (afios) ° 6.8 (1-22) - -
AR temprana (< de 1 afo) 1(0.3-1) - -

AR establecida (> de 1 afio) 8(2-22) - -
Evaluacién clinica
VSG (mm/hora)® 35.5(7.5-86) - -
Proteina C reactiva (mg/dL)® 4.4 (0.5-29.42) - -
Anti-CCPs (U/mL)? 243.88 + 197.96 - -
Factor reumatoide (Ul/mL)® 114 (11 — 500) - -
DAS 28° 3.07 (1.46 — 5.85) - -

Articulaciones inflamadas® 0(0-10)
Articulaciones dolorosas® 1(0-18)

Hemoglobina (g/dL) 13.22 (9.03- 15.33) - -
Hematocrito (%) 40.41 (28.85 — 45.55) - -
Eritrocitos (millon/mL)? 4.41(3.8-5.21) - -
Leucocitos (miles/mL)P 6.95 (4.35-12) - -
Plaquetas (miles/mL)® 275.25 (179 — 393.7) - -
Linfocitos (cel/uL)® 1.98 (0.914 — 3.36) - -
Glucosa (mg/dL)® 88 (75 —-127) 88.44 (75.14 — 114.23) 0.17
Albumina (g/dL)® 3.91 (3.25 - 4.48) 3.81 (3.39 -4.42) 0.02
Triglicéridos (mg/dL)® 98.48 (50.99 — 195) 76.63 (39.41 — 198.72) <0.001
Colesterol (mg/dL)® 172 (121-237) 174.46 (125.25 —243.82) 0.34
LDL (mg/dL)® 95.42 (55.37 — 147.14) 95.23 (61.61 — 157.25) 0.30
HDL (mg/dL)® 49.62 (30.47 — 76.24) 51.34 (35.28 — 75.93) 0.11

Tratamiento %(n)

AINEs
Glucocorticoides
Azatriopina
Metotrexate
Cloroquina

Sulfasalazina

58 % (78/133)
17 % (23/133)
4 % (6/133)
87 % (117/133)
35% (47/133)
70% (88/133)

HDL: Colesterol de alta densidad;LDL: Colesterol de baja densidad; IMC: Indice de masa corporal; ICC: indice
cintura cadera; VSG: Volumen de sedimentacién globular; pCr: proteina C reactiva; Anti CCPs: Anticuerpos
antipéptidos citrulinados; AINEs: Drogas antiinflamatorias no esteroideas. # Valores dados en media + SD, *prueda

T de student. °: Valores dados en mediana (p5-p95),*U-Mann Whitney.
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Se cuantificaron los niveles séricos de calcidiol (ng/mL) y calcitriol (pg/mL) en ARy
SC (Figura 13). La mediana de la concentracion de calcidiol sérico en el grupo de
AR fue de 24.01 (9.41 -53.87) ng/mL vs. 23.00 (10.91 — 39.36) ng/mL en SC (Figura
13a). Los niveles séricos de calcitriol (pg/mL) fueron mayores en AR vs. SC (47.83
(12.92 — 72.75) pg/mL vs. 36.85 (9.64 — 82.58) pg/mL; p <0.001) (Figura 13b)

respectivamente.

a) p=0.24 b) p<0.001
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Figura 12. Comparacion de los niveles séricos de calcidiol y calcitriol en pacientes
con ARy SC.

Datos proporcionados en mediana (p5 - p95). Prueba U de Mann Whitney.

Se analizaron los niveles séricos de calcidiol (hg/mL) conforme a la clasificacién de
la suficiencia sérica de vitamina D en ambos grupos de estudio (Figura 14). El 37%
de pacientes con AR presento deficiencia de calcidiol, el 30% insuficiencia y el 33%
niveles suficientes de calcidiol, en los SC la frecuencia fue de 36% para la
deficiencia, 44% insuficiencia y 20% suficiencia (p<0.01). Asi mismo, observamos
que los niveles séricos de calcidiol eran menores en las pacientes con AR con
deficiencia comparadas con las SC (16.73 (9.58 — 19.55) ng/mL vs. 15.14 (8.88 —
19.93) ng/mL; p=0.02) (Figura 14).
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Figura 13. Comparacion de los niveles séricos de calcidiol estratificados por
calcidiol categorizado en pacientes con ARy SC.

*Datos proporcionados en mediana (p10 — p90). *Prueba U de Mann Whitney.

Ademas, se observo una diferencia significativa en los niveles séricos de calcitriol
categorizados por suficienca de calcidiol siendo mayores en las pacientes con AR
vs. SC con deficiencia 48.32 (43.06 — 55.31) pg/mL vs. 34.37 (11.36 - 62.02) pg/mL,
p<0.0007), seguido de las que presentaron insuficiencia 46 (31.32 — 54.63) pg/mL
vs. (37.29 (-) pg/mL, p=0.01) y por ulitmo el grupo con suficiencia 46.37 (32.75 —
51.29) pg/mL vs. 38.7 (12.5 — 132.7) pg/mL, p< 0.05) (Figura 15).
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Figura 14. Niveles séricos de calcitriol estratificados por calcidiol categorizado en
pacientes con ARy SC.

Datos proporcionados en mediana (p10 - p90).Prueba U de Mann Whitney.

Asi mismo, se analizo la eficiencia de hidroxilacion de la vitamina D con la relacion
calcitriol/calcidiol (pg/ng) en ambos grupos. Las pacientes con AR presentaron una
relacion de hidroxilacion mas elevada en comparacion con los SC (2.1 (1.05 - 5.42)
vs. 1.5 (0.3 — 4.5) pg/ng) (Figura 16).
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Figura 15. Analisis de la relacién calcitriol/calcidiol en pacientes con ARy SC.

Datos proporcionados en mediana (p10-p90). Prueba U de Mann Whitney.
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Ademas, se observd que las pacientes con deficiencia de calcidiol presentaban
mayor hidroxilacion de vitamina D en comparacion con las SC 3.35 (2.28 — 8.72) vs.
2.08 (0.64 — 4.5) pg/ng), seguido del grupo con insuficiencia 1.86 (1.18 — 2.38) vs.
1.49 (0.3 — 4.81) pg/ng) y por ultimo las pacientes con suficiencia (1.35 (1.03 — 1.6)
vs. 0.99 (0.26 — 4.31) pg/ng) respectivamente (Figura 17).
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Figura 16. Analisis de la relacién calcitriol/calcidiol estratificada por calcidiol
categorizado en pacientes con ARy SC.

Datos proporcionados en mediana (p10 — p90). Prueba U de Mann Whitney.

De acuerdo al resultado anterior inferimos que conforme se alcanzaba la suficiencia
de calcidiol (>30 ng/mL) la hidroxilacion de calcidiol disminuia. Para comprobar lo
anterior, se hicieron analisis de correlacion entre los niveles séricos de calcidiol con
la relacién calcitriol/calcidiol en ambos grupos de estudio. Observamos una
correlacion negativa en ambos grupos. Sin embargo, fue mas fuerte en las pacientes
con AR (AR: r=-0.88; p<0.001 y SC: r=-0.46; p<0.001) (Figura 18).
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Figura 17. Correlacion de los niveles séricos de calcidiol con la relacion
calcitriol/calcidiol en pacientes con artritis reumatoide (AR) y sujetos control (SC).

a).Correlacion de los niveles sérivos de calcidiol (ng/mL) con la relacién calcitriol/calcidiol (pg/ng) en pacientes

con AR. b). Correlacion de los niveles sérivos de calcidiol (ng/mL) con la relacion calcitriol/calcidiol (pg/ng) en
SC. Prueba de correlacion de Spearman.

Considerando los resultados previos hicimos analisis de regresion logistica para
evaluar la asociacion entre la AR con los metabolitos de la vitamina D (Figura 19).
Donde observamos que las pacientes con AR presentaron riesgo mayor para
hidroxilar mas calcidiol (OR: 1.90 (1.08 — 3.35); p=0.2) y para tener niveles altos de
calcitriol que las SC (OR: 2.73 (1.59 — 4.69); p<0.001)(Figura 19).
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Figura 18. Asociacion de la Artritis Reumatoide (AR) con los metabolitos de la
vitamina D.

T3: Tércil 3. OR: odds ratio; IC: Intervalos de confianza 95%, valor de p <0.05. Grupo de referencia: pacientes
AR con calcidiol <20 ng/mL; ratio calcitriol/calcidiol £1.30 pg/ng and calcitriol <37.22 pg/mL.

Por ultimo, de acuerdo con un analisis de regresion logistica multiple (coeficiente p)
observamos que tener AR aumenta 0.45 pg/ng la eficiencia de hidroxilacion de

calcidiol a calcitriol (Figura 20).

Efecto de la artitris reumatoide (AR) sobre
el ratio calcitriol/calcidiol (pg/ng)
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Figura 19. Efecto de la artritis reumatoide (AR) sobre el ratio calcitriol/calcidiol (pg/ng).

B coefficient.

Respecto a los niveles de sVDR observamos que niveles mayores en las pacientes
con AR vs. SC (AR: 12.14 (1.47 — 120.9) pg/mL vs. SC: 6.28 (1.68 — 23.04) pg/mL,
p<0.001) (Figura 21).
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Figura 20. Comparacion de los niveles solubles del sVDR en pacientes con AR vs. SC
y capacidad discriminatoria (curva ROC) de sVDR entre pacientes ARy SC.

Niveles de sVDR (pg/mL) en pacientes artritis reumatoide (AR) vs. sujetos scontrol (sc) .Datos presentados en
mediana (p10 — p90). Prueba U de Mann Whitney. b. Capacidad discriminatoria (curva ROC) de sVDR entre
pacientes con ARy sujetos control (SC).

Ademas, realizamos analisis de correlacion entre los niveles séricos de
calcitriol, la relacion calcitriol/calcidiol y sVDR, con las variables
antropométricas, bioquimicas y clinicas en ambos grupos (Figura 22). Donde
observamos que sVDR vy calcitriol (r=0.21; p=0.03 )correlacionaron
positivamente, asi como, la relacidn de hidroxilacién calcitriol/calcidiol
(r=0.23; p=0.01) y el calcitriol (r=0.23; p=0.01) correlacionaron positivamente
con la pCr en pacientes con AR (Figura 22).
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Figura 21. Correlograma de los metabolitos de la vitamina D (sVDR, ratio
calcitriol/calcidiol y calcitriol) con variables antropométricas, bioquimicas y
pCr en pacientes con artritis reumatoide (AR).

Coeficientes de correlacion Spearman estan representados como lineas conectoras entre las variables
antropométricas, bioquimicas y pCr (arcoiris) con los niveles de sVDR (amarillo), ratio calcitriol/calcidiol (naranja)
y calcitriol (rojo claro). Solo se muestran correlaciones con valor de p<0.05. Lineas rojas= representan
correlacion negativa y lineas azules= correlacion positiva. El ancho de las lineas representa el valor del
coeficiente de correlacion (r). Para todas las correlaciones ver el cuadro suplementario 5. WHR: indice cintura
cadera del inglés Waist hip ratio; TG: Triglicéridos del inglés; Triglycerides; TC: Colesterol total del inglés Total
cholesterol; LDL-C: Colesterol de baja densidad del inglés Low-density lipoprotein cholesterol; CRP: Proteina C
reactiva del inglés C reactive protein; TG/HDL: indice triglicéridos/HDL del inglés triglycerides/HDL-C index.

Se estratificaron las variables antropométricas, bioquimicas, clinicas y los
metabolitos de la vitamina D de acuerdo con la actividad de la enfermedad (DAS
28, actividad >2.6, remision <2.6) en los pacientes con AR (Cuadro 15).
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Cuadro 14. Variables antropométricas, bioquimicas y clinicas estratificadas de
acuerdo con la actividad de la enfermedad (DAS 28) en pacientes con AR.

Remision Actividad
Variable (DAS 28 < 2.6) (DAS28 = 2.6) Valor de p*
n=50 n=86
Variables antropométricas
Talla (cm)? 156.0 (148 -164) 156 (148 -166) 0.30
Peso (kg)® 66.5 (48.9 — 93.1) 67.9 (49.4 — 97.2) 0.38
IMC(kg/m?)? 27.22 (20.09 -35.05) 27.62 (20.99 — 36.7) 0.77
ICc? 0.85 (0.74 - 0.94) 0.84 (0.74 — 0.99) 0.99
Variables bioquimicas
Glucosa (mg/dL)® 89.03 (72.38 — 125.36) 87 (75 -127) 0.57
Triglicéridos (mg/dL)? 93.38 (44.65 — 161.22) 103.155 (53.34 — 210) 0.16
Colesterol (mg/dL)? 165.34 (119.2 - 217.5) 173 (114 — 247) 0.56
HDL (mg/dL)? 46.6 (28.99 — 71.93) 50.14 (33.07 — 76.24) 0.11
LDL (mg/dL)? 93.3 (57 — 136.34) 96.98 (55.42 — 163.59) 0.67
ind. aterogénico? 3.45 (2.4 — 5.66) 3.44 (2.3 -4.93) 0.34
Albamina(g/dL)? 3.94 (3.44- 4.63) 3.91 (3.21 - 4.49) 0.79
Metabolitos de la vitamina D
Calcidiol (ng/mL) 24.01 (9.41 — 47.4) 24.22 (9.35 — 57.96) 0.98
Calcitriol (pg/mL)® 45 (22.56 — 54.63) 44.27 (26.22 — 59.46) 0.88
sVDR (pg/mL)? 28.22 (0.02 - 133.9) 19.84 (0.03 — 87.64) 0.01
Variables clinicas
Tiempo de evolucién (afos)? 8(1.5-22) 5.5(1-22) 0.14
VSG (mm/hora)® 31(7-77) 41 (10 - 102) 0.23
pCr (mg/dL)? 3.7 (0.6 — 21.86) 5 (0.4 — 33.79) 0.11
Factor reumatoide (UlI/mL)? 114 (8 — 184) 118 (11 — 613) 0.66
Anti-CCPs (U/mL)° 200.67 + 203.49 234.05 + 200.61 0.35

HDL: Colesterol de alta densidad; LDL: Colesterol de baja densidad; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura
cadera; VSG: Volumen de sedimentacion globular; pCr: proteina C reactiva; Anti CCPs: Anticuerpos antipéptidos
citrulinados. 2: Valores dados en mediana (p5-p95),*U-Mann Whitney. ® Valores dados en media + SD, *prueda T de student.

Se observo diferencia en los valores de sVDR que fueron mayores en las pacientes
AR con remision vs. aquellas con actividad clinica de la enfermedad (remision: 28.22
(0.02 — 347) pg/mL vs. actividad: 7.01 (0.03 — 104.6) pg/mL; p=0.02)(Figura 23).
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Figura 22. Niveles de sVDR estratificados por actividad de la enfermedad (DAS28) y
capacidad discriminatoria de sVDR entre pacientes AR con actvidad y remision de
la enfermedad..

a. Niveles de sVDR (pg/mL) en pacientes artritis reumatoide (AR) con remisién de la
enfermedad (DAS 28 <2.6) y pacientes con actividad de la enfermedad (DAS 28 >
2.6).Datos presentados en mediana (p10 — p90). Prueba U de Mann Whitney. b.

Capacacidad discrminatoria (curva ROC) de sVDR entre pacientes AR remision y con
actividad.
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Por lo tanto, se realizdé un analisis de asociacion entre la actividad clinica de la
enfermedad (DAS 28) con sVDR en las pacientes con AR donde se observo una
-0.23, p=0.02). Es
aumenta la actividad de la enfermedad los niveles de sVDR disminuyen (Figura 24).
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Figura 23. Analisis de correlacion entre la actividad clinica de la enfermedad (DAS
28) y sVDR en pacientes con artritis reumatoide (AR).

Prueba de correlacion de Spearman.

Posteriormente, se analizaron los niveles de calcidiol (ng/mL) y calcitriol (pg/mL)
estratificados por las cuatro categorias del DAS28 (remision, actividad leve,
actividad moderada, actividad severa). No se observaron diferencias significativas
en los niveles de ambos metabolitos de acuerdo con la actividad clinica de la
enfermedad (Figura 25).
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Figura 24. Niveles séricos de calcidiol y calcitriol estratificados por actividad
clinica de la enfermedad en pacientes con AR.
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** Datos proporcionados en mediana (p5 - p95).**Prueba Kruskall Wallis. * Prueba post hoc
Dunns.

Tambien se analizd la relacion calcitriol/calcidiol por actividad clinica de la
enfermedad (DAS28). No se observo diferencia en la eficiencia de hidroxilacion del
calcidiol entre las cuatro categorias del DAS28 (remision, actividad leve, actividad
moderada y actividad severa) (Figura 26).
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Figura 25. Relacion calcitriol/calcidiol categorizada por actividad clinica de la
enfermedad (DAS28) en pacientes con artritis reumatoide (AR)

Datos proporcionados en mediana y rangos intercuartiles (p25 — p75).*Prueba Kruskall Wallis.

Se categorizaron las variables antropométricas, bioquimicas y metabolitos de la
vitamina D por terciles de sVDR (T1: 0.72 — 4.67 pg/mL, T2: 4.68 — 11.7 pg/mL y T3:
11.71 — 367 pg/mL) en ambos grupos de estudio (Cuadro 16 y Cuadro 17). En el
caso de los SC se observo que aquellos ubicados en el T1 de sVDR poseen mayor
peso (kg), IMC (kg/m?), cintura (cm), cadera (cm) e ICC en comparacién con
aquellos ubicados en el T2y T3 (p< 0.05). En cuanto a las variables bioquimicas los
SC ubicados en el T2 de sVDR tienen niveles mas elevados de albumina en
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comparacion con los ubicados en el T1 y T3 de sVDR T2: 3.89 (3.51 — 4.42) g/dL
vs. T1: 3.67 (3.47 — 4.21) g/dL y T3: 3.76 (3.51 — 4.21) g/dL, p= 0.003). Por otra

parte, los niveles séricos de triglicéridos se presentaron mas elevados en los SC

ubicados en el T1 de sVDR en comparacion con los ubicados en el T2 y T3 (T1:
74.76 (36 — 145.3) mg/dL vs. T2: 64.11 (37.02 — 130.63) mg/dL y T3: 53.23 (39.41

— 118.75) mg/dL, p=0.02)(Cuadro 16).

Cuadro 15. Variables antropométricas y niveles séricos de variables bioquimicas y
metabolitos de la vitamina D estratificados por terciles de sVDR en sujetos control

(SC).
sVDR (pg/mL)
Sujetos control T1: 0.72 — 4.67 T2:4.68 - 11.7 T3: 11.71 - 367
(SC). (pgimL) (pgimL) (pg/mL) Z:':I
(n=45) (n=49) (n=16)
Antropométricas
Edad (afios)? 31 (19 - 56) 23 (19 - 61) 22 (19 - 61) 0.01
Talla (cm)? 1.62 (1.54 — 1.72) 1.6 (1.53 - 1.71) 1.62 (1.53 — 1.76) 0.46
Peso (kg)® 64.15 (47.7 — 82.9) 55.4 (46.1 — 70.1) 59.05 (43.6 — 65.4) 0.01
IMC (kg/m2)? 23.6 (18.6 — 30.8) 22.1 (18.2 - 27.7) 22.1 (18.6 — 24.7) 0.01
Cintura (cm)? 76.3 (62.5 — 100.1) 71 (62— 88.5) 69.3 (61.3 — 79) 0.008
Cadera (cm)? 101 (88.5 - 116) 95 (85.5 — 104.7) 96 (86.4 — 102) 0.007
icc= 0.77 (0.67 — 0.89) 0.74 (0.67 — 0.89) 0.71 (0.66 — 0.79) 0.049
Bioquimicas
Glucosa (mg/dL)®  84.65 (75.2 — 103.1) 83.8 (72.9 — 100.7) 83.7 (76.8 — 113.9) 0.36
Albumina (g/dL)? 3.67 (3.47 - 4.21) 3.89 (3.51 — 4.42) 3.76 (3.51 — 4.21) 0.003
Triglicéridos (mg/dL)? 74.76 (36 — 145.3) 64.11 (37.02 - 130.63) 53.23 (39.41 — 118.75) 0.02
Colesterol (mg/dL)?  165.41 (118.84 — 233.1) 157.29 (120.68 — 228.69) 158.06 (100.43 — 245.53)  0.38
HDL (mg/dL)®  50.32 (27.7 — 71.54) 54.5 (39.97 — 70.66) 54.09 (37.51 — 73.54) 0.26
LDL (mg/dL)®  94.91(59.14 — 147.27) 90.11 (58.57 — 157.98) 93.87 (49.57 — 170.58) 0.60
Metabolitos de la vitamina D
Calcidiol (ng/mL)°  22.01 (12.24 — 40.44) 23.89 (15.48 — 40.28) 24 (14.51 — 44.57) 0.30
Calcitriol (pg/mL)®  33.32 (12.5 — 82.58) 40.04 (9.64 — 54.28) 38.3 (17.58 — 51.5) 0.48

HDL: Colesterol de alta densidad; LDL: Colesterol de baja densidad; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura

cadera.?Datos expresados en mediana (p5-p95).*Prueba Kruskall-Wallis.

De forma similar se analizaron las variables antropométricas, bioquimicas,

metabolitos de la vitamina D y variables clinicas de la enfermedad (AR) por terciles

de sVDR (T1, T2 y T3) en pacientes con AR (Cuadro 17). Se observo que las

64




pacientes que se ubican en el T3 de sVDR tienen un indice cintura-cadera (ICC)
mayor en comparacion con aquellas ubicadas en el T1y T2 (T3: 0.9 (0.7 — 0.9) vs.
T1: 0.8 (0.7 - 0.9) y T2: 0.9 (0.7 — 1.01), p=0.03). Asi mismo se observé que las
pacientes ubicadas en el T3 poseen niveles séricos mas elevados de triglicéridos
(T3:110.27 (63.81 — 195) mg/dL vs. T1: 80.96 (49.56 — 156) mg/dL y T2: 79.69 (28.7
—151) mg/dL, p=0.015) y LDL (T3: 102.92 (73.19 — 151.37) mg/dL vs. T1: 83.41 (42
—172) mg/dL, T2: 100.25 (52.35 — 133.65) mg/dL, p= 0.04).

Respecto a los metabolitos de la vitamina D y las variables clinicas de la enfermedad
observamos que las pacientes con mayores niveles de calcitriol se ubican en el T3
de sVDR con una mediana de 48.11 (38.24 — 59.46) pg/mL con un valor de p=0.04
en comparacion con las ubicadas en el T1y T2 (T1: 46.26 (31.32 — 50.55) pg/mL y
T2:46.76 (22.56 — 50.79) pg/mL)). De igual manera la pCr se observé mas elevada
en las pacientes ubicadas en el T3 (6.0 (1.3 — 33) mg/dL) de sVDR en comparacion
con las ubicadas enel T1y T2 (T1: 2.74 (0.5 —-33.79) mg/dL y T2: 5.6 (2.3 — 87.7)
mg/dL), p=0.01) (Cuadro 17).

Cuadro 16. Variables antropométricas, bioquimicas, metabolitos de la vitamina D y
variables clinicas de las pacientes con artritis reumatoide (AR) estratificadas por
terciles de sVDR

sVDR (pg/mL)
Artritis reumatoide (AR). T -(%;fml_;l.w Tz'(‘;gme; 1.7 T3: (’IP’IJI':‘L)%? Valor
de p*
(n= 36) (n=15) (n=48)

Antropométricas
Edad (afios)® 45.5 (28 — 67) 42 (22 - 57) 48 (34 - 61) 0.04
Talla (cm)® 1.56 (1.48 — 1.66) 1.6 (1.48 - 1.72) 1.56 (1.48 — 1.66) 0.24
Peso (kg)® 69 (48.2 - 97.2) 68.1 (51.6 — 104) 66 (51.6 — 88.3) 0.71
IMC (kg/m?)? 27.4 (19.8 — 36.6) 26.9 (19.7 — 39.6) 26.8 (20.1- 34.5) 0.86
Cintura (cm)? 86 (68 — 116.4) 89 (74 — 122) 91 (69 — 104) 0.43
Cadera (cm)® 105.3 (89.1 — 131) 102 (95.5 — 139.5) 103 (91.5 — 118.5) 0.82
icc® 0.8 (0.7 - 0.9) 0.9 (0.7 — 1.01) 0.9 (0.7 - 0.9) 0.03

Bioquimicos

Glucosa (mg/dL)® 86 (76 — 119) 88 (72.58 — 120) 90.46 (78.62 — 127) 0.10
Albiimina (g/dL)? 3.88 (3.33 — 4.63) 3.97 (3.2 - 4.49) 3.95 (3.15 — 4.46) 0.99
Triglicéridos (mg/dL)? 80.96 (49.56 — 156) 76.69 (28.7 — 151) 110.27 (63.81 — 195) 0.01
Colesterol (mg/dL)®  160. 29 (119.23 — 244.21) 173 (81.3 — 217.5) 177 (123 — 247) 0.11
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HDL (mg/dL)? 49.48 (32.63 — 76.24) 45.64 (15.57 — 65.46) 44.34 (28.99 — 77.45) 0.61

LDL (mg/dL)? 83.41 (42-172) 100.25 (52.35-133.65)  102.92 (73.19 — 151.37) 0.02
Metabolitos vitamina D

Calcidiol (ng/mL)? 24.32 (10.16 — 44.81) 20.69 (8.94 — 37.45) 20.79 (8.88 — 35.29) 0.21

Calcitriol (pg/mL)? 46.26 (31.32 — 50.55) 46.76 (22.56 — 50.79) 48.11 (38.24 -59.46) 0.04

Variables Clinicas

Tiempo de evolucion (afios)? 6.5 (1-25) 3(0.5-13) 75(1-22) 0.11

DAS282 3.34 (1.78 — 5.46) 2.84 (1.12-5.9) 2.5(1.33-5.85) 0.05

Articulaciones inflamadas® 2(0-5) 0(0-6) 0(0-7) 0.11

Articulaciones dolorosas? 3(0-12) 2(0-38) 1(0-7) 0.02

VSG (mm/hora)? 41 (15-63) 35 (10 - 48) 22 (7 - 58) 0.13

pCr (mg/dL)? 2.74 (0.5 - 33.79) 5.6 (2.3 — 87.7) 6 (1.3-33) 0.01

Factor reumatoidea® (UI/L)? 51.1 (11 — 2560) 105 (48.4 — 156.8) 101.5 (9.6 -177) 0.96

Anti-CCPs (U/mL)? 232 (67 — 549) 223 (20.98 — 493.5) 62 (1 —200) 0.21

HDL: Colesterol de alta densidad; LDL: Colesterol de baja densidad; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura cadera; VSG: Velocidad de

sedimentacion globular; pCr: proteina C reactiva; Anti CCPs: Anticuerpos antipéptidos citrulinados. ?Datos expresados en mediana (p5-p95).*Prueba

Kruskall-Wallis.

De acuerdo con lo anterior se realizé un analisis de correlacion entre los niveles

séricos de pCr (mg/dL) con sVDR (pg/mL) en ambos grupos de estudio. En el caso

de las pacientes con AR se observd correlacidn positivamente entre las variables

con una r=0.02 y un valor de p=0.04 (Figura 27a).
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Figura 26. Correlaciones entre pCr con sVDR en pacientes con ARy SC.

Prueba de correlacién de Spearman.
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Otro aspecto realizado fue el analisis de genotipificacién de 201 SC y 146 pacientes
con AR para los polimorfismos Fokl, Apal y Taqly 196 SCy 117 pacientes con AR
para el polimorfimo Bsml ubicados en el gen VDR. La distribucién alélica del
polimorfismo Fokl VDR en el grupo de AR fue de 51% para el alelo silvestre C y
49% para el polimérfico T. En el grupo de SC fue de 54% y 46%, respectivamente.
La distribucién genotipica del polimorfismo Fokl fue de 28% para el genotipo
homocigoto CC en ARy 29% en SC, para el homocigoto TT 25% en ARy 21% en
SC. El genotipo heterocigoto CT se presentd en el 47% de las pacientes con ARy
50% de SC sin diferencias significativas entre ambos grupos (Cuadro 18).
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Cuadro 17.Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Fokl en el gen VDR
en pacientes con ARy SC.

Polimorfismo % (|I1\=|?I46) % (:::201) VaI:: de OR (IC 95%) X:ISI
Fokl
Genotipo
cC 8 28 (41) 29 (59) 1
CT 47 (68) 50 (100) 0.6 0.98 (0.57 — 1.67) 0.9
TT 25 (37) 21 (42) 1.27 (0.67 — 2.39) 0.4
Alelo
(of 51 (150) 54 (218) 1
0.45
T 49 (142) 46 (184) 1.21 (0.82 — 1.53) 0.4
Modelo genético
Do
SN 7228((14015)) 7219((15492)) 0.79 1.06 (0.615 —1.76) 0.79

*prueba de x% OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza; Do: modelo genético de herencia dominante;
§: categoria de referencia. , AR: Artritis reumatoide; SC: Sujetos control.

Posteriormente se realizo el analisis para el modelo genético de herencia dominante
donde no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos (p= 0.79)
(Cuadro 18).

Con valores de p >0.05 en los OR para las frecuencias alélicas, genotipicas y en el

modelo genético dominante no podemos atribuir riesgo o proteccion a ninguna

variante genética evaluada hasta el momento en ambos grupos (Cuadro 18).
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Al comparar las frecuencias genotipicas observadas con las esperadas en ambos
grupos de estudio se obtuvo un valor de p= 0.2, por lo tanto, se infiere que nuestra
poblacidn esta en equilibrio génico de Hardy-Weinberg.

La distribucion alélica del polimorfismo Bsml del gen VDR para el grupo de AR fue
de 25% para el alelo silvestre A'y 75% para el alelo polimorfico G. En el grupo de
sujetos control fue de 23% y 77%, respectivamente. La distribucion de genotipos del
polimorfismo Bsml fue de 5% en pacientes con ARy 4% en SC para los portadores
del genotipo AA. Para el genotipo GG, 55% en pacientes con ARy 59% en SC. Para
el genotipo heterocigoto AG respectivamente fue 40% en AR y 36% en SC. No se
observaron diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas entre ambos grupos
(p= 0.8y p=0.5) (Cuadro 19).
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Cuadro 18. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Bsml/ en el gen VDR
en pacientes con ARy SC

. . AR SC Valor de 0 Valor de
Polimorfismo % (n=146) % (n=201) p* OR (IC 95%) p*
Bsml
Genotipo
AA 5(7) 4(9) 1.14 (0.35 - 3.60) 0.79
AG 40 (58) 36 (73) 0.8 1.17 (0.73 - 1.87) 0.49
GG § 55 (81) 59 (119) 1
Alelo
A 25 (72) 23 (91) 1.12 (0.77 - 1.62) 0.53
0.5
G§ 75 (220) 77 (311) 1
Modelo genético
Do
AA 5(7) 4(9) 1
0.9
AG+GG § 95 (139) 96 (192) 1.07 (0.33 - 3.33) 0.89

*prueba de x% OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza; Do: modelo genético de herencia
dominante; §: categoria de referencia. , AR: Artritis reumatoide; SC: Sujetos control.

Posteriormente se realizo el analisis para el modelo genético de herencia dominante
donde no se observo diferencia entre ambos grupos (p= 0.9) (Cuadro 18).

Con valores de p >0.05 en los OR para las frecuencias alélicas, genotipicas y en el
modelo genético dominante no se infiere riesgo genético para los portadores de la

variantes genética Bsml y la artritis reumatoide.
Al comparar las frecuencias genotipicas observadas con las esperadas en ambos

grupos de estudio se obtuvo un valor de p= 0.6, por lo tanto, se infiere que nuestra

poblacion esta en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Respecto al polimorfismo Apal del gen VDR las frecuencias relativas en cuanto a la
distribucion alélica para el grupo de AR fueron de 51% y 43% en SC para el alelo
silvestre A 'y 49% vs 57% para el alelo polimérfico C respectivamente (p=0.12). La
distribucion genotipica en AR fue de 24% vs 19% en SC para el genotipo
homocigoto AA, 23% vs. 32% portadores homocigotos CC y 53% vs. 49% los

portadores del genotipo heterocigoto AC respectivamente (Cuadro 20).

Cuadro 19. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Apal en el gen VDR
en pacientes con ARy SC

. . AR SC Valor de Valor de
Polimorfismo OR (IC 95%)
% (n=146) % (n=201) p* p*
Apal
Genotipo
AA 24 (35) 19 (38) 1.16 (0.64 — 2.07) 0.6
ACS 53 (78) 49 (98) 0.12 1
CC 23 (33) 32 (65) 0.64 (0.37 — 1.09) 0.09
Alelo
A 51 (148) 43 (174) 1.35(0.98 — 1.84) 0.05
0.054
C8 49 (144) 57 (228) 1
Modelo genético
Do
24 (35) 19 (38) 1
AA 0.41 0.4
76 (121) 81 (163) 1.24 (0.72 - 2.15)
AC+CCS8

*prueba de x% OR:odds ratio; IC: intervalo de confianza; Do: modelo genético de herencia dominante; §:

categoria de referencia. , AR: Artritis reumatoide; SC: Sujetos control.

De acuerdo a el analisis para el modelo genético de herencia dominante no se

observo diferencia entre los grupos (p= 0.4).
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Con valores de p >0.05 en los OR para las frecuencias alélicas, genotipicas y en el
modelo genético dominante no se infiere riesgo genético para los portadores de la
variante genética Apal y la artritis reumatoide.

Al comparar las frecuencias genotipicas observadas con las esperadas en ambos
grupos de estudio se obtuvo un valor de p= 0.6, por lo tanto, se infiere que nuestra
poblacion esta en equilibrio de Hardy-Weinberg.

En el analisis del polimorfismo Taql del gen VDR las frecuencias observadas en la
distribucion alélica para el grupo de AR fueron de 36% para el alelo silvestre C y
64% para el alelo polimorfico T vs. 25% y 75%, respectivamente en los SC
(p=0.001). La distribucién de genotipos del polimorfismo Taq/ en el grupo de AR fue
de 10% para el genotipo homocigoto CC, 38% portadores homocigotos TT y 52%
son portadores del genotipo heterocigoto CT.

De acuerdo a un analisis de regresion lineal observamos que las portadores de los
genotipo CC y CT poseen riesgo genético mayor de padecer AR (CC: OR=3 (1.16
—7.94), p=0.01; CT: OR=1.87 (1.17 — 3.02), p<0.01) en comparacion con aquellos
portadores del genotipo TT y de acuerdo al modelo de herencia recesivo
observamos que ser portadora del alelo C aumenta 2 veces el riesgo de padecer
AR (OR=2 (1.26 — 3.16), p= 0.02)(Cuadro 21).
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Cuadro 20. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Taq/ en el gen VDR
en pacientes con ARy SC.

AR SC Valor de
Polimorfismo OR (IC 95%) Valor de p*
% (n=146) % (n=201) p*
Taql
Genotipo
cC 10 (15) 5(10) 3(1.16 —7.94) 0.01
CT 52 (76) 40 (81) 0.004 1.87 (1.17 - 3.02) <0.01
TTS 38 (55) 55 (110) 1
Alelo
C 36 (106) 25 (101) 1.69 (1.21 — 2.39) 0.001
0.001
TS 64 (186) 75 (301) 1
Modelo genético
Re
62 (91) 45 (91) 2(1.26 — 3.16)
CC+CT 0.001 0.001
38 (55) 55 (110) 1
TTS

*prueba de x% OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza; Do: modelo genético de herencia dominante;

§: categoria de referencia. , AR: Artritis reumatoide; SC: Sujetos control.

Al comparar las frecuencias genotipicas observadas con las esperadas en ambos
grupos de estudio se obtuvo un valor de p= 0.3, por lo tanto, se infiere que nuestra
poblacion esta en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se realizé la prueba de Lewontin D’ corregida para determinar el desequilibrio el
ligamiento de los polimorfismos Fokl, Bsml, Apal y Taql en el gen VDR (Figura 28).
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Figura 27. Diamante de desequilibrio de ligamiento de los polimorfimos Fokl, Bsml,
Apal y Taql ubicados en el gen de VDR.

Prueba de Lewontin D’ corregida. Casos observados: 196 sujetos control (SC) y 117 pacientes con
artritis reumatoide (AR).

Observamos en desequilibrio de ligamiento (DL) a Bsml 'y Apal con una D’=0.96, a
los polimorfismos Bsml 'y Taql con una D'=0.92 y Apal — Taql con una D’=0.63. En
el caso de Fokl con un valor D’<0.5 podemos inferir que no se encuentra en LD con

los tres polimorfismos rio abajo en el gen VDR (Bsml, Apal y Taql) (Figura 28).

Se analizaron las frecuencias haplotipicas de los polimorfismos que se encuentran
en desequilibrio de ligamiento (Bsml, Apal y Taql) y se infirieron los probables
haplotipos en la muestra con el algoritmo de maxima verosimilitud de Excoffier y
Slatkin (Cuadro 22). Observamos que el 39% de los casos de ARy 53% de los SC
son portadores del haplotipo GCT, en el caso del haplotipo AAC su presencia fue
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del 24% en AR y 22% en SC, para el haplotipo GAT la frecuencia fue de 23% en
ARy 20% en SC, el haplotipo GCC se presentd con una frecuencia de 10% en AR
Yy 2% en el grupo de SC. El haplotipo GAC esta presente en el 3% de ARy 1% en
SC. Los haplotipos AAT y ACT se presentaron en <5% en ambos grupos. Los
portadores de los haplotipos AAC, GAT y GCC presentaron riesgo genético mayor
para la AR (AAC: OR= 1.14 (1.06 — 2.59), p=0.02; GAT: OR= 2.0 (1.28 — 3.13),
p=0.001; GCC: OR=6.6 (2.91 — 15.96), p<0.001). Cabe destacar que los haplotipos
AAC y GCC son portadores del alelo de riesgo C de Taql. Sin embargo, para el
haplotipo GCC estos resultados tiene que tomarse con precaucion, debido a la baja
probabilidad de presentarse en la poblacion estudiada (Cuadro 22).

Cuadro 21. Frecuencias haplotipicas inferidas de los polimorfismos Bsml,
Apal y Taql en VDR en ambos grupos de estudio.

HAPLOTIPO AR S¢ OR (IC 95%) Valor de p*
% (n=292) % (n = 394)

GCTS 39 (115) 53 (210) 1 -
AAC 24 (69) 22 (85) 1.14 (1.06 — 2.59) 0.02
GAT 23 (68) 20 (79) 2.00 (1.28 — 3.13) 0.001
GCC 10 (29) 2 (10) 6.6 (2.91 — 15.96) <0.001
GAC 3(8) 1(5) 3.05 (0.75— 12.94) 0.05
AAT 1(4) 1(3) 3.39 (0.55 — 23.52) 0.09
ACT - 1(2) - i

OR= odds ratio; IC= Intervalo de confianza; * prueba de x% AR: Artritis reumatoide; SC: sujetos control.

Se realizo la estimacion de las frecuencias haplogenotipicas por conteo directo de
acuerdo con las combinaciones de los haplotipos homocigotos presentes en ambos
grupos (Cuadro 23). Se omitieron todos aquellos haplogenotipos que fueron
calculados probabilisticamente con una frecuencia <5% y que no estuvieron
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presentes en la poblacion. El haplogenotipo mas frecuente en ambos grupos fue el
haplogenotipo homocigoto GCT/GCT (AR:13%, vs. SC:28%), seguido de los
heterocigotos AAC/GCT (AR:21%, vs. SC:26%) y GAT/GCT (AR: 20% vs. SC: 19%).

Cuadro 22. Frecuencias haplogenotipicas de los polimorfismos Bsml, Apal y

Taql de VDR en ambos grupos de estudio

HAPLOGENOTIPOS AR S¢ Valor de OR (IC 95%) Valor de
% (n = 146) % (n = 201) P P
GCT/GCT § 13 (19) 28 (57) 1 -
AAC/GCT 21 (31) 26 (53) 1.75 (0.84 — 3.69) 0.10
GAT/GCT 20 (29) 19 (39) 2.23 (1.04 — 4.82) 0.02
AAC/GAT 11 (16) 7 (15) 3.2 (1.21 — 8.40) <0.01
GAT/GAT 5(7) 6 (12) 1.75 (0.50 — 5.66) 0.30
GAC/GCT 7 (10) 2 (5) <0.001 6 (1.58 — 24.77) 0.001
GCCIGCT 10 (14) 2 (5) 8.4(2.39-33.01)  <0.001
AAC/AAC 3 (4) 3(6) 2 (0.37 - 9.43) 0.31
AAC/GCC 5(9) 1(1) -
Otros 6 (8) 4 (8) -

Se agruparon en otros los haplogenotipos con una frecuencia < 5%. AR: Artritis reumatoide; SC: Sujetos

control; OR: Odds ratio. *Prueba Xi2.

Ademas se infiri6 que los portadores de los haplogenotipos GAT/GCT y AAC/GAT

que portan el alelo de riesgo T de Taql poseen 2.9 veces y 4.4 veces riesgo genético
mayor respectivamente para AR (OR= 2.23 (1.04 — 4.82), p=0.02; OR= 3.2 (1.21 -
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8.40), p<0.01). Asi también, los haplogenotipos GAC/GCT y GCC/GCT confieren
riesgo genético mayor para la AR (p<0.001); sin embargo, estos resultados tienen
que tomarse con precaucion, debido a la baja frecuencia de los haplogenotipos
GAC/GCT y GCC/GCT en la poblaciéon estudiada (Cuadro 23).

Considerando los resultados obtenidos de los analisis de las frecuencias
genotipicas y alélicas, asi como las variantes que se observaron asociadas con
riesgo genético se analizaron los niveles séricos de calcidiol (ng/mL), calcitriol
(pg/mL) y la relacién calcitriol/calcidiol (pg/ng) categorizados por los genotipos del
polimorfismo Taq/ en VDR en ambos grupos de estudio (Figura 28). No observamos
diferencia significativo en los niveles séricos de calcidiol entre los distintos genotipos
del polimorfimos Taql (Figura 28a). En el caso del calcitriol las pacientes con AR
presentaron niveles séricos mayores (CC: 48.36 (32.91 - 55.31) pg/mL; CT: 48.00
(38.24 — 52.8) pg/mL y TT: 46.3 (29.94 — 59.46) pg/mL) vs. SC (CC: 37.65 (20.29 —
67.88) pg/mL; CT: 34.37 (7.94 — 56.67) pg/mL y TT: 39.22 (12.92 — 120.2) pg/mL).
Sin embargo, la diferencia solo fue significativa entre las pacientes portadoras del
genotipo heterocigoto CT (p<0.001) (Figura 28b).

En ese sentido también se analiz6 la relacion calcitriol/calcidiol por genotipos Taq/
en ambos grupos de estudio. Se observé que las pacientes con AR portadoras de
los genotipos CT y TT hidroxilan mas calcidiol a calcitriol en comparacion con las
SC portadoras de los mismos genotipos (AR: CT= 1.95 (1.1 — 5.11) pg/ng vs. SC:
CT=1.42 (0.3 — 2.85) pg/ng, p<0.001; AR: TT=2.42 (0.89 — 5.42 pg/ng vs. SC: TT=
1.59 (0.37 — 5.12), p<0.01 (Figura 28c).
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Figura 28. Niveles séricos de calcidiol (hng/mL), calcitriol (pg/mL) y relacion
calcitriol/calcidiol (pg/mL/ng/mL) categorizados por los genotipos del polimorfismo
Taql VDR en pacientes con artritis reumatoide (AR) y sujetos control (SC)

Datos proporcionados en mediana (p5 — p95). Prueba U de Mann Whitney

Por otra parte, se analizaron los niveles séricos de sVDR (pg/mL) de acuerdo con
los polimorfismos de Taq/ VDR en ambos grupos. De nuevo se observé que las
pacientes con AR portadoras de los genotipos CT y TT poseen mayores niveles de
sVDR en comparacion con los SC portadores del mismo genotipo (AR: CT= 10.22
(0.73-90.38) pg/mL vs. SC: CT=5.69 (0.54 — 54.21) pg/mL, p<0.05; AR: TT=16.58
(0.03 —367.4) pg/mL vs. SC: TT=6.15 (0.16 — 117.2) pg/mL, p<0.05) (Figura 29).
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Figura 29. Niveles de sVDR estratificados por genotipo del polimorfismo Taq/ VDR
en pacientes con ARy SC.

Datos proporcionados en mediana (p5 - p95).**Prueba U de Mann Whitney.

A continuacién se analizaron los niveles séricos de calcidiol y calcitriol estratificados
por los haplogenotipos de los polimorfismos Bsml, Apal y Taql en el gen VDR que
observamos en desequilibrio de ligamiento en nuestros grupos de estudio. No se
encontraron diferencias en las concentraciones de calcidiol entre pacientes con AR

y SC, ni entre los distintos haplogenotipos inferidos (Cuadro 23).

Cuadro 23. Niveles séricos de calcidiol estratificados de acuerdo con los
haplogenotipos de los polimorfismos de Bsml, Apal y Taql en el gen VDR.

Niveles séricos de calcidiol (ng/mL) de acuerdo con los haplogenotipos

Haplogenotipo AR (n =117) SC (n = 196) Valor de p*
I I I I 1
GCT/GCT § 15.66 (6.15 — 37.64) 24.70 (10.23 — 35.86) 0.10
I AAC/GCT I 20.69 (10.10 — 65.16) I 23 (14.93 — 20.69) I 0.30 I
I GAT/GCT I 22.0 (9.19 — 42.37) I 22.31(11.25-41.11) I 0.98 I
I AAC/GAT I 29.32 (9.38 — 60.65) I 23.89 (16.15 — 37.55) I 0.78 I
I GAT/GAT I 27.28 (15.80 - 53.87) I 23.20 (8.27 — 40.28) I 0.23 I
I GAC/GCT I 28.19 (17.56 — 37.45) I 15 (13.09 — 26.28) I 0.06 I
I GCC/GCT I 23.47 (12.69 — 44.81) I 21.43 (9.16 — 24.51) I 0.37 I
I AAC/AAC I 12.24 (5.35-47.4) I 19.67 (12.45 — 44.26) I 0.54 I
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AAC/GCC 10.91 21.83 (8.88 — 30.59) -

I T T T 1
Otros 25.26 (16.76 — 33.91) 23.90 (15.03 - 40.18) 0.46

I I I I 1
Valor de p# 0.32# 0.37#

Datos proporcionados en mediana (p5 — p95).* Prueba U de Mann Whitney**.Datos de un solo
paciente. #Prueba Kruskall Wallis.

Para el caso del calcitriol (pg/mL) las pacientes con AR portadoras del
haplogenotipo AAC/GCT tienen niveles séricos mayores de calcitriol que los SC
portadores del mismo haplogenotipo (AR: 48.99 (46.35 — 52.8) pg/mL vs. SC: 34.37
(5.60 — 56.67) pg/mL, p<0.001). Asi mismo, para el haplogenotipo GAT/GCT las
pacientes con AR tienen una mediana mas alta de calcitriol vs. las SC (AR: 46 (21
—72.75) pg/mL vs. SC: 36.45 (12.5 — 107.3) pg/mL, p=0.03) (Cuadro 25).

Cuadro 24. Niveles séricos de calcitriol estratificados de acuerdo con los
haplogenotipos de los polimorfismos de Bsml, Apal y Taql en el gen VDR.

Niveles séricos de calcitriol (pg/mL) de acuerdo con los haplogenotipos

Haplogenotipo AR (n = 85) SC (n=163) Valor de p*
I GCT/GCT § I 46.91 (29.94 — 50.5) I 38.06 (15.76 — 120.2) I 0.18 I
I AAC/GCT I 48.99 (46.35 — 52.8) I 34.37 (5.60 — 56.67) I <0.001 I
I GAT/GCT I 46 (21 - 72.75) I 36.45 (12.5 - 107.3) I 0.03 I
I AAC/GAT I 47.26 (35.5-51.29) I 39.29 (21.78 — 99.54) I 0.07 I
I GAT/GAT I 40.26 (33.91 — 46.61) I 48.68 (22.79 — 76.38) I 0.58 I
I GAC/GCT I 46.63 (38.24 — 54.63) I 29.94 (7.93 — 48.84) I 0.27 I
I GCC/GCT I 47.73 (39.13 - 110.7) I - I - I
I AAC/AAC I 48.22 (47.06 — 49.39) I 45.6 (20.29 — 67.68) I 0.38 I
I AAC/GCC I 48.89 (32.91 — 55.31) I - I - I
I OTROS I 47.87 (32.75 — 54.63) I 2417 (8.45-627.8) I 0.07 I
I Valor de p# I 0.22# I 0.30# I I

Datos proporcionados en mediana (p5 —p95). *Prueba U de Mann Whitney. #Prueba Kruskall Wallis.
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De igual forma se analizaron los niveles de sVDR (pg/mL) de acuerdo con los
haplogenotipos de los polimorfimos Bsml, Apal y Taql en el gen VDR. Se
observaron niveles mayores de sVDR en las pacientes con AR portadoras del
haplogenotipo homocigoto GCT en comparacion con las SC portadoras del mismo
haplogenotipo (AR: 21.05 (1.97 — 367.4) pg/mL vs. SC: 6.96 (2.29 — 117.2) pg/mL,
p=0.02). El mismo caso para las pacientes AR portadoras del haplogenotipo
GAT/GCT que tienen una mediana de 20.66 (1.26 — 347) pg/mL vs. las SC con una
mediana de 6.00 (2.09 — 78.15) pg/mL, con un valor de p=0.01 (Cuadro 26).

Cuadro 25. Niveles séricos de sVDR estratificados de acuerdo con los
hapogenotipos de acuerdo con los haplogenotipos de los polimorfismos de Bsml,
Apaly Taql en el gen VDR.

Niveles séricos de sVDR (pg/mL) de acuerdo con los haplogenotipos

Haplogenotipo AR (n =110) SC (n=99) Valor de p*
I GCT/GCT § 21.05 (1.97 - 367.4) 6.96 (2.29 - 117.2) 0.02 I
I AAC/GCT 8.16 (1.45-132) 6.37 (2.01 — 54.21) 0.42 I
I GAT/GCT 20.66 (1.26 — 347) 6.00(2.09 — 78.15) 0.01 I
I AAC/GAT 6.75 (1.65 — 104.6) 6.84 (1.03 — 12.11) 0.94 I
I GAT/GAT 55.86 (4.42 - 107.3) 5.05 (3.29 — 8.68) 0.53 I
I GAC/GCT 20.66 (1.26 — 347) 70.24 (8.48 — 132) 0.66 I
I GCC/GCT I 14.82 (0.72 — 90.38) I - I - I
I AAC/AAC I 35.54 (21.46 — 49.63) I 5.89 (4.38 — 8.68) I 0.2 I
I AAC/GCC I 48.89 (32.91 — 55.31) I - I - I
I Otros I 70.97 (8.48 — 139.4) I 1.69 (1.65 — 11.69) I 0.66 I
T T T T 1
Valor de p# 0.17# 0.64#

Datos proporcionados en mediana (p5 — p95). *Prueba U de Mann Whitney. #Prueba Kruskall
Wallis.
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Por ultimo, se analizo el indice de actividad clinica DAS28 en las pacientes con AR
categorizado por genotipos de Taq/ VDR y haplogenotipos de Bsml, Apal y Taql.
En ambos analsis no se observo diferencia en el puntaje DAS 28 entre las pacientes
portadoras de los genotipos de Taq/ VDR (Figura 31) y los distintos haplogenotipos

de Bsml, Apal y Taql (Cuadro 27).
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Figura 30. Puntaje DAS 28 de las pacientes con AR estratificado por genotipos del
polimorfismo Taql VDR.

Datos proporcionados en mediana (p5 —p95). Valor de p: prueba Kruskall Wallis.
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Cuadro 26. Puntaje DAS 28 de las pacientes con AR estratificado de acuerdo con
los haplogenotipos de los polimorfismos Bsml, Apal y Taql en el gen VDR.

Puntaje DAS 28 de las pacientes con artritis reumatoide (AR) de acuerdo con

los haplogenotipos

Haplogenotipo DAS28 Valor de p*
AR (n = 131)

' GCT/GCT § 3.1(1.22 -6.18)

' AAC/GCT 3.71 (1.47 - 5.9)

' GAT/GCT 2.85 (1.12 — 4.26)

' AAC/GAT 2.75 (1.74 - 5.4)

' GAT/GAT 3.04 (1.96 — 4.23) 0.41*
' GAC/GCT 3.05 (1.73-3.72)

' GCC/GCT ' 3.57 (1.61-6.2) '

' AAC/AAC ' 3.08 (1.96 — 4.64) '

' AAC/GCC ' 3.50 (1.5 — 6.35) '

' Otros L 236(1.21-429)

Datos proporcionados en mediana (p5 — p95). *Prueba Kruskall Wallis.

Ademas, se analizo la expresion de los genes VDR, RORC y FOXP3 en leucocitos
de sangre periférica de pacientes con AR y SC usando el método de cuantificacion
2-44Cq. Como gen de referencia se utilizd GAPDH (del inglés glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase).

En la comparacién entre grupos, observamos de manera general que las pacientes
con AR tienen menor expresion de los genes de interés. Observamos que las
pacientes con AR expresan 7.86 menos veces VDR (2-*Cq= 0.13), 6.26 menos
veces RORC (2-**Cq= 0.16) y 5.09 menos veces FOXP3 (2-*2Cg=0.19) al
compararlas con las SC como categoria de referencia (Figura 32).
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Figura 31. Expresion mRNA VDR, FOXP3y RORC en pacientes con AR vs. SC.

a) Expresién mRNA VDR en pacientes AR y SC; b) Expresion mMRNA FOXP3 en pacientes ARy SC; ¢)
Expresion mMRNA RORC en pacientes AR y SC. AR= Artritis reumatoide. SC= Sujetos contros. Categoria
de referencia = 1. Datos expresados en 2- AA Cq normalizados con mRNA de GAPDH como gen de

referencia.

Respecto a la expresion de VDR analizada por genotipo de Fokl/ (genotipo
homocigoto silvestre CC se tomo de referencia), observamos que las pacientes con
AR expresan menos VDR que las SC portadoras de los genotipos heterocigoto CT
y homocigoto TT (CT: AR= 7.06 vs. SC= 43.50; TT: AR= 21.25 vs. 83.67) (Figura
33).

Expresion VDR por genotipo Fokl VDR
en pacientes con AR vs. SC
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Figura 32. Analisis de expresion mRNA VDR en pacientes AR y SC por genotipo del
polimorfismo Fokl.

Expresion mRNA VDR en pacientes AR y SC por genotipo Fokl/ (CC: genotipo de referencia). Categoria de referencia

= 1. Datos expresados en 2- AA Cq normalizados con mRNA de GAPDH como gen de referencia.
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Asi mismo, se realizd el analisis de expresion de VDR por genotipo de Taql/
(genotipo homocigoto silvestre TT se considero de referencia). Observamos que las
pacientes AR y SC portadoras del genotipo heterocigoto CT expresan menos VDR
que las pacientes AR y SC portadoras del genotipo de referencia TT (AR:CT 2-
AACqg= 0.05, SC:CT 2-*2Cq= 0.08). En el caso de las pacientes AR portadoras del
genotipo CC expresan 16.6 menos veces VDR que las pacientes AR portadoras del
mismo genotipo (2-*2Cq= 0.06). De forma contraria las SC portadoras del genotipo
CC expresan 2.85 veces mas VDR que las SC portadoras del genotipo TT (Figura
34a).
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Figura 33. Analisis de expresion mRNA VDR en pacientes ARy SC.

a) Expresiéon mRNA VDR en pacientes AR y SC por genotipo Tag/ (TT: genotipo de referencia); b) Expresion mRNA VDR en
pacientes ARy SC por calcidiol categorizado (suficiencia: categoria de referencia); c) Expresion mMRNA VDR en pacientes AR
y SC por terciles de calcitriol (T1 calcitriol: categoria de referencia). AR= Artritis reumatoide. SC= Sujetos control. Categoria

de referencia = 1. Datos expresados en 2- AA Cq normalizados con mRNA de GAPDH como gen de referencia.
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Al analizar por categorias de calcidiol las pacientes AR con deficiencia (<20 ng/mL)
expresan 21.25 veces mas VDR comparadas con las pacientes AR con suficiencia
(=30 ng/mL). Las que presentaron insuficiencia de calcidiol (=20 - 30 ng/mL)
expresan 16.71 veces mas VDR vs. AR con suficiencia de vitamina D. Las SC con
deficiencia expresan 14.28 veces menos comparadas con las SC con suficiencia (2-
AACqg= 0.07), asi mismo, las SC con insuficiencia expresan 3.33 veces menos
comparadas con las SC con suficiencia de vitamina D (2-22Cq= 0.33) (Figura 34b).
En cuanto a los niveles de calcitriol, las pacientes con AR ubicadas en el tercil 3
(T3) de calcitriol expresan 1.92 veces menos vs. las AR ubicadas en el T1. Las SC
ubicadas en el T3 de calcitriol expresan 5.57 veces mas que aquellas SC ubicadas

en el T1 de calcitriol (Figura 34c).
Asi mismo, se analizé la expresion del gen RORC en ambos grupos por genotipo

del polimorfismo Taq/ VDR (Figura 35a), por calcidiol categorizado (Figura 35b) y
terciles de calcitriol (Figura 35c).
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Expresion RORC por genotipo Taql/ VDR
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Figura 34. Analisis de la expresion mRNA RORC pacientes ARy SC.

a) Expresién mRNA RORC en pacientes AR y SC por genotipo Taqll (TT: genotipo de referencia); b) Expresion
mRNA VDR en pacientes AR y SC por calcidiol categorizado (suficiencia: categoria de referencia); c) Expresién
mRNA VDR en pacientes AR y SC por terciles de calcitriol (T1 calcitriol: categoria de referencia). AR= Artritis
reumatoide. SC= Sujetos contros. Categoria de referencia = 1. Datos expresados en 2- AA Cq normalizados con

mRNA de GAPDH como gen de referencia.

La expresiéon de RORc fue 3.57 veces menor en las pacientes con AR portadoras
del genotipo heterocigoto CT vs. aquellas portadoras del genotipo homocigoto
silvestre TT (2-*2Cq= 0.28). Asi mismo, las AR portadoras del genotipo CC expresan
2.77 veces mas en comparacion con las portadoras del genotipo del TT (2-
AACq=2.27) (Figura 35a).
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En el caso del calcidiol categorizado las AR con deficiencia expresan 1.41 veces
menos RORC vs. las AR con suficiencia (2-**Cq=0.74). Las pacientes AR con
deficiencia expresan 1.35. veces menos en comparacion a las que tienen niveles
suficientes de calcidiol (2-2Cq= 0.74), de manera contraria las SC con deficiencia
de calcidiol expresan 2.49 veces mas RORc en comparacion con las SC con
suficiencia de vitamina D (Figura 35b). En cuanto a los terciles de calcitriol, las
pacientes AR ubicadas en el T3 expresan 1.8 veces mas RORC que las AR
ubicadas en el T1, asi mismo, las SC ubicadas en el T3 expresan 1.5 veces mas
RORc que las ubicadas en T1 (Figura 35c).

Para el caso del gen FOXp3, observamos que las AR portadoras del genotipo
homocigoto CC expresan 2.73 veces mas FOXp3 que las AR portadoras del
genotipo homocigoto silvestre TT y las portadoras del heterocigoto CT expresan
2.17 veces menos FOXp3 que las AR TT (2-24Cq= 0.46). En el caso de las SC, las
portadoras del genotipo CC expresan 3.44 veces menos FOXp3 (2-*2Cq= 0.29) y
las SC portadoras del genotipo heterocigoto CT expresan 3.20 veces mas FOXp3
comparadas con las AR portadoras del genotipo homocigoto TT (2-
AACq=3.20)(Figura 36a).

Al hacer la comparativa con suficiencia de calcidiol las pacientes AR deficientes de
vitamina D expresan 3.8 veces menos FOXp3 (2-*Cq=0.26) y aquellas con
insuficiencia 20 veces menos FOXp3 (2-*2Cq=0.05) al compararlas con las AR con
suficiencia de calcidiol. De manera contraria las SC con deficiencia de calcidiol
expresan 1.58 veces mas FOXp3 y aquellas con insuficiencia 1.23 veces menos
FOXp3 vs. las SC con suficiencia (2-*2Cg=0.81)(Figura 36b).
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Expresion FOXP3 por genotipo Taql/ VDR
en pacientes con AR vs. SC
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Figura 35. Analisis de la expresion mRNA FOXP3 en pacientes ARy SC.

a) Expresion mRNA FOXP3 en pacientes AR y SC por genotipo Taql (CC: genotipo de referencia); b) Expresion
mRNA VDR en pacientes AR y SC por calcidiol categorizado (suficiencia: categoria de referencia); c) Expresiéon
mRNA VDR en pacientes AR y SC por terciles de calcitriol (T1 calcitriol: categoria de referencia). AR= Artritis
reumatoide. SC= Sujetos control. Categoria de referencia = 1. Datos expresados en 2- AA Cq normalizados con

mRNA de GAPDH como gen de referencia.

Al hacer la comparativa por terciles de calcitriol, las AR ubicadas en el (T3) expresan
6.81 veces mas FOXP3 que aquellas ubicadas en el tercil uno (T1). Las SC
ubicadas en el T3 expresan 2.22 veces menos FOXp3 en comparacion con las SC
ubicadas en el T1 de calcitriol (2-2Cq=0.45) (Figura 36c).
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Por ultimo, analizamos la expresion del mMRNA VDR, FOXP3y RORc por categorias
de la actividad clinica en pacientes con AR (Figura 37). Las pacientes AR con
actividad moderada/severa expresan 1.93 veces menos VDR (2-*4Cg=0.05), 4.07
veces menos FOXp3 (2-*2Cq=0.25) y 3.55 veces menos RORc (2-*2Cq=0.28) que
las pacientes AR que estan en remision (Figura 37).
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Figura 36. Analisis de la expresion mRNA VDR, FOXP3y RORc en pacientes con
AR.

a) Expresion mRNA VDR en pacientes AR por actividad clinica (remision: categoria de referencia); b) Expresion
mRNA FOXP3 en pacientes AR por actividad clinica (remision: categoria de referencia); c) Expresion mRNA RORC
en pacientes AR por actividad clinica (remisién: categoria de referencia). Categoria de referencia = 1. Datos

expresados en 2- AA Cq normalizados con mRNA de GAPDH como gen de referencia.
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Por ultimo, se cuantificaron los niveles séricos de IL-10 e IL-17 en una muestra
representativa de pacientes con AR (n=80). De forma general observamos que la
mediana de IL-17 en las pacientes con AR fue de 3.55 (0.17 — 10.82) pg/mL y para
IL-10 fue de 3.18 (0.43 — 19.99) pg/mL.

Se realiz6 el analisis de la concentracion de citocinas IL-10 e IL-17 estratificadas
por calcidiol categorizado y no observamos diferencia entre las pacientes que
presentaron deficiencia, insuficiencia o suficiencia de calcidiol (Figura 38). Sin
embargo, en el caso de la IL-17 se aprecia una tendencia a la baja en su

concentracion conforme se alcanza la suficiencia de calcidiol (Figura 38).
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Figura 37. Niveles séricos de IL-10 e IL-17 estratificados por calcidiol categorizado
en pacientes con AR.

Datos presentados en mediana (p5-p95). Valor de p: prueba Kruskall-Wallis.
Prueba post-hoc Dunn'’s.

De igual forma, se analizaron los niveles de IL-10 e IL-17 por terciles de calcitriol
(Figura 37). En el caso de la IL-10 no se observo diferencia significativa en la
concentracion entre los terciles 1, 2 y 3 de calcitriol (Figura 39a). Por otra parte, los
niveles de IL-17 son mayores cuando se presentan niveles mas altos de calcitriol, a
pesar de no haber diferencia significativa entre los terciles se puede obervar la

tendencia (Figura 39b).
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Figura 38. Niveles séricos de IL-10 e IL-17 estratificados por terciles de calcitriol en
pacientes con AR.

Datos presentados en megiir;a:) ;p;?ézzi)c; cvgf; :gp: prueba Kruskall-Wallis.
En ese mismo sentido, analizamos las concentraciones de las citocinas entre las
distintas categorias de actividad clinica del indice DAS28 (remision, actividad leve,
actividad moderada y actividad severa) (Figura 40). No observamos diferencia
significativa entre las distintas categorias para ninguna de las dos citocinas. Sin
embargo, se aprecia una tendencia al alza de la IL-10 conforme aumenta la
actividad clinica con una mediana de 2.18 pg/mL en remision, 3.01 pg/mL en
actividad leve, 3.41 pg/mL en actividad moderada y 3.44 pg/mL en la actividad
severa (Figura 40a). De forma contraria observamos un descenso en la mediana de
IL-17 conforme aumenta la actividad clinica de la enfermedad con medianas de 5.48
pg/mL en la actividad leve, 3.73 pg/mL en la actividad moderada y 1.53 pg/mL en la
actividad severa (Figura 40b).
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Figura 39. Niveles séricos de IL-10 e IL-17 estratificados por actividad clinica (DAS
28).

Datos presentados en mediana (p5-p95). Valor de p: prueba Kruskall-Wallis.
Prueba post-hoc Dunn'’s.
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Considerando lo anterior, hipotetizamos que las tendencias observadas pudieran
estar influenciadas por el tratamiento administrado durante las distintas etapas de
actividad clinica. Por lo tanto, analizamos los niveles de IL-10 e |IL-17 categorizadas
por las combinaciones de tratamiento mas frecuentes en nuestra poblacion de AR.
Sin embrago, no se observaron diferencias en la concentracion de IL-10 e IL-17

entre las distintas combinaciones de tratamientos (Figura 41).
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Figura 40. Niveles séricos de IL-10 e IL-17 categorizadas por las distintas
combinaciones de tratamiento farmacolégico en las pacientes con AR.

Datos presentados en mediana (p5-p95). Valor de p: prueba Kruskall-Wallis.

Prueba post-hoc Dunn'’s.

Por ultimo, se analizaron las concentraciones de las citocinas IL-10 e IL-17 entre los
distintos genotipos del polimorfismo Taql y entre los distintos haplogenotipos
observados en nuestra poblacion de estudio. No se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de las citocinas entre los genotipos de Taq/
(Figura 41).
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Figura 41. Niveles séricos de IL-10 e IL-17 estratificados por los genotipos del
polimorfismo Taql.

Datos presentados en mediana (p5-p95). Valor de p: prueba Kruskall-Wallis.
Prueba post-hoc Dunn'’s.

Tampoco se observaron diferencias en las concentraciones de IL-10 e IL-17 entre

los distintos haplogenotipos de los polimorfismos Bsml, Apal y Taql (Cuadro 28).
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Cuadro 27. Niveles séricos de IL-10 e IL-17 en pacientes con AR categorizados por

haplogenotipos de los polimorfismos Bsml, Apal y Taql.

Niveles séricos de citocinas IL-10 e IL-17 (pg/mL) de acuerdo a los haplogenotipos

Haplogenotipo

IL-10 (n = 75)

IL-17 (n = 19)

Valor de p*

GCT/GCT §

2.65 (0.43 — 18.16)

AAC/GCT

3.08 (0.57 — 15.77)

3.56 (0.17 — 3.73)

0.95

GAT/GCT

2.21(0.19 — 184.2)

5.64 (0.46 — 10.82)

0.93

AAC/GAT

1.85 (0.14 — 5.57)

3.48 (1.52 — 6.07)

0.37

GAT/GAT

12.83 (10.2 — 15.46)

GAC/GCT

3.69 (0.91 — 8.35)

4.87 (1.28 — 8.47)

0.8

GCC/GCT

3.08 (0.26 — 29.32)

6.19 (1.04 — 9.65)

0.86

AAC/AAC

4.14 (2.65. - 5.50)

4.88 (4.88 — 4.88)

AAC/GCC

3.68 (3.24 — 6.33)

6.78 (0.37 — 8.99)

0.57

Otros

6.17 (3.62 — 35.58)

2.16 (2.11-2.22)

0.13

Valor de p#

0.05#

0.96#

Datos proporcionados en mediana (p5 — p95). *Prueba U de Mann Whitney. #Prueba Kruskall

Wallis.
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XIl. DISCUSION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica inflamatoria
que afecta principalmente las articulaciones. Su desarrollo se ha vinculado con
factores genéticos y ambientales como el tabaquismo, disbiosis, obesidad, dieta y
niveles de vitamina D (Dankers et al., 2017a; Smolen, D. Aletaha, et al., 2018;

lllescas-Montes et al., 2019).

Se ha descrito una frecuencia mayor de deficiencia y menores niveles séricos de
vitamina D en los pacientes con AR y otras enfermedades autoinmunes comparados
con sujetos sanos en distintas poblaciones (Merlino et al., 2004; Celikbilek et al.,
2014; He et al., 2016; Meza-Meza et al., 2021).

En este estudio no se ha observado diferencia en los niveles séricos de calcidiol
entre los pacientes con AR vs. SC, sin embargo, en ambos grupos la mediana se
categoriza con insuficiencia. Asi mismo, la deficiencia de vitamina D ha sido mas
frecuente en los pacientes con AR. Estas diferencias pudieran estar influenciadas
por variables como el tiempo de exposicién a la luz solar (UVB), la ubicacion
geografica, la dieta, el estado nutricio y la presencia de variables genéticas en el
receptor de vitamina D (VDR) de los sujetos de estudio (Daniel D. Bikle, 2014;
Christakos et al., 2016; Whiting, Calvo and Vatanparast, 2017; Charoenngam,
Shirvani and Holick, 2019).

Por otra parte, se ha correlacionado negativamente la actividad clinica de la
enfermedad de acuerdo al indice DAS28 con la deficiencia de calcidiol (Azzeh and
Kensara, 2015). En nuestra poblacién no observamos correlacidon entre los niveles
sericos de vitamina D y el indice DAS28, sin embargo, al analizar por categorias de
actividad clinica (remision, actividad leve, actividad moderada y actividad severa)
observamos una tendencia a la baja de los niveles de calcidiol en los pacientes con
actividad severa de la enfermedad y de forma contraria observamos una tendencia

al alta en los niveles séricos de calcitriol en los pacientes con actividad severa. De
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igual manera, en este estudio las pacientes con AR tienen mayores niveles séricos
de calcitriol en comparacion a los sujetos control. El calcitriol es la molécula activa
de la vitamina D, sin embargo, no es la molécula de interés en la mayoria de los
estudios que involucran esta vitamina. Recientemente un estudio en pacientes con
lupus eritematoso sistémico publicado por Meza-Meza et al., en el 2022 reporto que
existe una correlacion negativa entre los niveles séricos de calcidiol y calcitriol, es
decir, que conforme aumentan los niveles séricos de calcidiol disminuye el calcitriol
sérico (Meza-Meza et al., 2021). Este patrén también se observdé en nuestras
pacientes con AR, mismo que se observo al calcular la relacién de hidroxilacion de
ng de calcidiol a pg de calcitriol donde las pacientes con AR tienen una relacion
mayor de hidroxilacion en comparacion a las SC. Este patron se ha descrito en otras
patologias como insuficiencia renal cronica (IRC) y lupus eritematoso sistémico
(LES). Este aumento se ha asociado con la expresion extra-renal de la enzima
CYP27B1 por células del sistema inmune (linfocitos T, macrofagos y células
dendriticas) y su hiperactivacion en enfermedades inflamatorias (Pasquali et al.,
2015; Meza-Meza et al., 2021).

Molecularmente el calcitriol es la molécula que interactua con el receptor de vitamina
D (VDR). Esta interaccion es esencial para que se lleve a cabo la formacion del
heterodimero VDR-RXR vy este interactue con los VDRE en el DNA para modular
la expresion génica (Kongsbak et al., 2013; Daniel D. Bikle, 2014). VDR es un factor
de transcripcion dependiente de ligando; por lo tanto, se requieren de niveles séricos
suficientes de calcitriol para que pueda ejercer su funcion. Se ha descrito que en
condiciones inflamatorias el principal sustrato de calcitriol es la produccion
endogena a partir de la hidroxilacidn de calcidiol por células del sistema inmune y la
accion de la enzima CYP27B1(Jeffery et al., 2012).

El calcitriol sérico contrarregula su produccién al inducir la traslocacion de los
factores de transcripcion asociados a CYP27B1 y favorecer la interaccion del
complejo VDR-RXR a regiones promotoras de la enzima CYP24A1 que degrada al
calcitriol, disminuyendo asi los niveles séricos del mismo (Kim, Shevde and Pike,

2004). Este mecanismo puede verse mermado en ambientes proinflamatorios como
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puede ser la AR. La presencia de citocinas como IFN-y induce la activacion del
factor de transcripcion STAT1, favorece la interaccion de STAT1 con los elementos
de respuesta a vitamina D e inhibe la interaccién con CYP24A1, reflejandose en un
aumento de los niveles de calcitriol (Vidal, Ramana and Dusso, 2002; Kongsbak et
al., 2013).

Niveles altos de calcitriol en condiciones patolégicas pueden indicar un proceso
inflamatorio en curso. Por ejemplo, en otras condiciones como enfermedad
granulomatosa y tuberculosis pulmonar, se han asociado mayor actividad clinica de
la enfermedad. Y en contextos como el cancer, niveles elevados de calcitriol
promueven la inmunosupresion en el microentorno tumoral debido a sus
propiedades antiinflamatorias, lo que podria favorecer la progresion del tumor
(Barnes et al., 1989; Anisiewicz et al., 2020).

Considerando lo anterior, decidimos realizar analisis de correlacion entre las
moléculas de vitamina D con variables bioquimicas, niveles de PCR y marcadores
de riesgo cardiometabdlico.

Curiosamente, observamos una correlacion positiva entre la tasa de hidroxilacion y
la PCR. Los niveles de calcitriol correlacionaron positivamente con la PCR, el indice
de Kannel, la relacion Tg/HDL-C y el indice de Castelli. Esto sugiere que en
pacientes con AR, a medida que aumentan los niveles de calcitriol, también lo hace
la pCr. Niveles altos de pCr se asocian con mayor riesgo riesgo cardiovascular. Los
pacientes con artritis reumatoide (AR) tienen hasta 2 veces o mas riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular. Este aumento de riesgo podria atribuirse a
factores como la dislipidemia, que se presenta hasta en el 60% de los pacientes con
AR, la presencia de diabetes mellitus tipo 2, un indice de masa corporal (IMC) e
indice cintura cadera (ICC) elevados, asi como la presencia de hipertension. De
manera similar, el ambiente proinflamatorio presente en la AR por si mismo aumenta
el riesgo de enfermedad cardiovascular (Avina-Zubieta et al., 2012; Chung et al.,
2013; England et al., 2018). Sin embargo, esto difiere ha lo descrito en otros
estudios, donde han observado correlacion negativa entre los niveles séricos de
calcitriol con marcadores de inflamacion y riesgo cardiovascular, como la pCr, TNF-
alfa, acido urico, homocisteina y fibrinbgeno. Ademas, se ha descrito un mayor
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riesgo de enfermedad coronaria, hipertension e insuficiencia cardiaca en pacientes
con bajos niveles de calcitriol (Zittermann et al., 2009; Saghir Afifeh et al., 2021).
Cabe destacar que ninguno de estos estudios se llevd a cabo en pacientes con
artritis reumatoide u otras enfermedades autoinmunes.

Por otro lado, estudios in vitro han descrito que el calcitriol tiene un efecto dual
dependiente de la dosis. Por ejemplo, estudios en condrocitos y queratinocitos han
demostrado que la capacidad del calcitriol para estimular o inhibir la proliferacion
celular esta vinculada a su concentracion; a concentraciones mas altas, la
proliferacion celular disminuye (Pillai et al., 1995; Klaus et al., 1997). También se ha
observado que el calcitriol podria regular otros factores de crecimiento, como la
endotelina en cardiomiocitos en un modelo in vivo (Wu et al., 1996). La endotelina
es un potente vasoconstrictor que se ha asociado con un aumento de la mortalidad
en pacientes con y sin enfermedad cardiovascular (Bossard et al., 2015).

Por otro lado, esta bien descrito que tener niveles bajos de calcidiol aumenta la
mortalidad y el riesgo cardiovascular, asi como la concentracion de marcadores
inflamatorios sistémicos (Dobnig, 2008; Wang et al., 2008; Saghir Afifeh et al.,
2021).

Por otra parte, se ha asociado la presencia de variables genéticas en VDR (Fokl,
Bsml, Apal y Taql) con autoinmunidad y niveles séricos de los metabolitos de la
vitamina D (calcidiol y calcitriol)(Karray et al., 2012a; Tizaoui and Hamzaoui, 2015;
Bizzaro et al., 2017c; Bae and Lee, 2018; Meza-Meza et al., 2022).

En este estudio analizamos la asociacion de las variantes polimorficas en VDR
(Fokl, Bsml, Apal y Taql) con los niveles séricos de calcidiol, calcitriol, la
susceptibilidad para la artritis reumatoide, la actividad clinica y la expresién de
MmRNA de VDR, FOXP3 y RORC. Antes de hacer los analisis de asociacion se
verificd que nuestros SC cumplieran con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto con
el objetivo de comprobar que la segregacion alélica ha sido azarosa (Iniesta, Guino
and Moreno, 2005).
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En nuestra poblacion no se observaron diferencias entre las frecuencias alélicas y
genotipicas de Fokl, Bsml y Apal asi como tampoco se asociaron con mayor riesgo
genético para la AR. Esto difiere a lo reportado en otras poblaciones, por ejemplo,
en Europa, poblacion de Tunez y Pakistan el polimorfismo Fokl se asocia con riesgo
genético mayor para la AR (Lee et al., 2011; Karray et al., 2012b; Mukhtar et al.,
2019). De forma contraria en poblacion turca y mexicana no se ha observado
asociacion entre los polimorfismos Fokl, Bsml y Apal con la artritis reumatoide, asi
como en otras enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico
(Ates, 2011; Karray et al., 2012b; Gonzalez-Mercado et al., 2013; Meza-Meza et al.,
2022).

Respecto al polimorfismo Taq/ los genotipos mas frecuentes en las pacientes con
AR fueron el homocigoto CC (12%) y el heterocigoto CT (51%), mismos que se
asociaron con riesgo genético mayor para la AR (OR: 3.45 (1.30 — 9.34), p<0.01 y
OR: 1.8 (1.10 — 3.10), p=0.01 respectivamente). Asi mismo, el alelo T fue el mas
frecuente en ambas poblaciones (AR=62% y SC= 74%) y el alelo polimorfico C se
asoci6 con 1.76 veces riesgo genético mayor para la AR (OR= 1.76 (1.22 — 2.53),
p<0.01). Estos datos son consistentes con lo reportado previamente en poblacion
Irani y Turca donde el alelo polimorfico C de Taql se asocid con susceptibilidad para
la AR (Tizaoui et al., 2014; Kaviani et al., 2019). El polimorfismo Taql esta ubicado
en el exén 9 de VDR, se caracteriza por presentar un cambio de C>T que no genera
modificacion en el aminoacido que codifica (lle); por lo tanto, no altera la proteina
que codifica durante la traduccion. Sin embargo, al estar ubicado cerca de la region
3’ UTR se ha asociado con variabilidad en la estabilidad del mRNA de VDR (G Kerr
Whitfield et al., 2001).

Siguiendo el contexto de los polimorfismos se calcul6 el desequilibrio de ligamiento
(DL) entre los polimorfismos Fokl, Bsml, Apal y Taql en el gen VDR en nuestra
poblacién. El desequilibrio ligamiento analiza la probabilidad de que un conjunto de
genes ubicados con cercania en el mismo gen se esten segregando en haplotipo o
en conjunto. (Iniesta, Guiné and Moreno, 2005; Slatkin, 2008). Se analizaron 148
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muestras de pacientes AR y 201 SC donde los polimorfismos Bsml, Apal y Taql se
observaron con DL de alto y una D’>0.6. De manera contraria Fok/ con una D’= 0.1
no esta en desequilibrio de ligamiento con los otros polimorfismos en VDR. En
poblacion Pakistani se observaron los 4 polimorfimos de interés (Fokl, Bsml, Apal y
Taql) en alto DL (D’>0.06) en pacientes con AR (Mukhtar et al., 2019).
Considerando lo anterior procedimos a analizar las frecuencias haplotipicas y
haplogenotipicas de los polimorfismos Bsml, Apal y Taql. Un haplogenotipo hace
inferencia a la combinacion alélica que recibe un organismo diploide de cada padre.
En este estudio el haplotipo GCT fue el mas frecuente en ambas poblaciones,
seguido de AAC, GAC y GAT. Asi mismo, los portadores de los haplotipos AAC,
GAT y GCC poseen riesgo genético mayor para la AR (OR=1.66, p= 0.02; OR=2.0,
p=0.001; OR=6.6, p<0.001). Al inferir las frecuencias haplogenotipicas GCT/GCT,
AAC/GCT y GAT/GCT fueron los mas frecuentes. Se asociaron con susceptibilidad
para la enfermedad los haplogenitpos: GAT/GCT y AAC/GAT (OR= 2.9, p<0.01;
OR= 4.4, p=0.001) en ambos casos portadores del haplotipo previamente
observado como de riesgo. Son pocos los analisis que reportan la frecuencia
haplotipica y haplogenotipica de VDR. Ademas la frecuencia de estos va diferir
entre poblaciones, sin embargo, un meta-analisis realizado en 2004, reportd que las
variables Bsml y Taql se presentan en DL fuerte entre distintas poblaciones
(Thakkinstian, D’Este and Attia, 2004).

Por otra parte, algunos estudios han asociado la presencia de polimorfismos en
VDR con los niveles séricos de la vitamina D. En nuestro estudio analizamos las
concentraciones de los metabolitos de la vitamina D y la relacion calcitriol/calcidiol
de acuerdo con los genotipos del polimorfismo Fokl y los haplogenotipos de los
polimorfismos Bsml, Apal y Taql que observamos en desequilibrio de ligamiento en
nuestras pacientes con artritis reumatoide. En el caso del calcidiol no observamos
diferencia en los niveles de calcidiol de acuerdo con los genotipos de Fokl. De forma
contraria observamos que las pacientes con AR presentan mayores niveles de

calcitriol independientemente del genotipo del polimorfismo Fokl.
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Respecto a la relacidén calcitriol/calcidiol observamos que las pacientes con AR
portadoras de los genotipos CT y TT presentan una relacién de hidroxilacion mayor
comparadas con las pacientes con AR portadoras del genotipo silvestre CC. Otro
estudio en pacientes con autoinmunidad report6 mayores niveles séricos de
calcidiol y mayor relacién calcitriol/calcidiol en las pacientes portadoras de los
genotipos CT y TT del polimorfismo Fokl. Asi mismo describieron el mismo patrén
de calcitriol elevado en las pacientes con LES de manera independiente a los
genotipos del polimorfismo Fokl (Meza-Meza et al., 2022).

Al analizar los niveles de calcidiol por haplogenotipo de los polimorfismos Bsml,
Apal y Taql no hubo diferencia entre el grupo de pacientes con AR y SC y los
distintos haplogenotipos observados en nuestra poblacion. En el mismo sentido
observamos que las pacientes con AR portadoras de los haplogenotipos AAC/GCT
y GAT/GCT tienen mayores niveles séricos de calcitriol en comparacion con las SC

portadoras de los mismos haplogenotipos.

Por otra parte, realizamos analizamos de expresion en ambos grupos de estudio del
MRNA de VDR y de los factores de transcripcion RORC y FOXP3 descritos como
los factores de transcripcion maestros para los fenotipos celulares Th17 y Treg
respectivamente (O’Shea and Paul, 2010).

Al comparar la expresidon del mRNA de los genes VDR, RORC y FOXP3 en
pacientes con AR vs. SC observamos que las pacientes con AR tienen menor
expresion de los genes de interés que los SC. Considerando lo anterior analizamos
la expresion por genotipo del polimorfismo Fokl, calcidiol categorizado, terciles de
calcitriol y actividad clinica de acuerdo con el indice DAS 28 en las pacientes con
AR. De acuerdo al genotipo de Fokl observamos que las pacientes con AR
portadoras de los genotipos CT y TT expresan mas VDR que las portadoras del
genotipo silvestre CC. Este aumento en la expresion pudiera estar asociado a un

mecanismo de compensacion conferido la presencia del alelo T.
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El polimorfismo Fokl esta en el exon 2 del gen VDR, se caracteriza por presentar
un cambio de C>T, esta mutacidn genera un cambio en el aminoacido que codifica,
Thr>Met (Treonina por metionina). Este intercambio modifica el sitio de inicio de la
transcripcion y genera una variante de la proteina 3 aminoacidos mas corta que la
variante con el alelo silvestre C (alelo T: VDR de 424 aminoacidos y alelo C: VDR
de 427 aminoacidos) (Uitterlinden, Fang, van Meurs, et al., 2004). Esta variante
trunca se ha asociado con mayor capacidad de transactivacion a nivel
transcripcional, es decir, favorece la union de factores de transcripcion que forman
parte de la maquinaria transcripcional como TFIIB, lo que se refleja en una mayor
tasa transcripcional de la proteina (Jurutka et al., 2000; G Kerr Whitfield et al., 2001).
Asi mismo se analiz6 la expresion de los genes de interés por calcidiol categorizado
y observamos que las pacientes con AR que cursan con insuficiencia y deficiencia
de vitamina D expresan mas VDR, menos RORC y FOXP3 que las pacientes con
suficiencia de calcidiol. De manera contraria observamos que las pacientes con AR
ubicadas en el T3 de calcitriol expresan menos VDR, mas RORC y FOXP3 que las
pacientes AR ubicadas en el T1. Considerando lo anterior y recordando el patron de
niveles mas altos de calcitriol observado en las pacientes con AR pudiéramos
hipotetizar que estas modificaciones en la expresion de los genes RORC y FOXP3
pudieran estar influenciadas por la via de sefializacion no candnica del calcitriol.
Previamente se ha descrito la presencia de VDR en la membrana de linfocitos, esta
via de senalizacion desencadena la activacion de segundos mensajeros como la
proteina disulfuro isomerasa A3 (PDAI3) la cual favorece la traslocacién al nucleo
de factores de transcripcién como NF-K@B, STAT1y STAT3 asociados a la expresion
de genes proinflamatorios como IL-1, IL-6 y TNF (Huhtakangas et al., 2004;
Zmijewski and Carlberg, 2020). Asi mismo, los factores de trasncripcion STAT1 y
STAT3 favorecen la expresion de los factores de transcripcion T-bet y RORC
asociados a la polarizacion de linfocitos hacia un fenotipo Th1 y Th17. Estos
fenotipos celulares se caracterizan por la expresion de citocinas proinflamatorias

como INF-y e |IL-17 asociadas a la actividad clinica de la artritis reumatoide.
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Considerando lo anterior, se procedid a cuantificar los niveles séricos de las
citocinas IL-10 e IL-17 en los sueros de pacientes. Se ha descrito que la IL-17 tiene
un papel importante en las la respuesta inflamatoria crénica y el dafio tisular en la
AR. Promueve la activacion de fibroblastos tipo sinoviocitos (FLS), la diferenciacion
de osteoclastos a través de la sobreexpresion del ligando de receptor activador para
el factor nuclear kappa B (RANKL, del inglés Receptor Activator for Nuclear Factor
Kappa B Ligand), asi como el reclutamiento y activacién de neutréfilos, macrofagos
y linfocitos B en la capsula sinovial (Lubberts, 2015; Schinocca et al., 2021). Lo
anterior favorece el ambiente inflamatorio que en sinergia con otras citocinas como
TNF-a inducen la expresion de otros mediadores inflamatorios como IL-1B, IL-6, IL-
8 y enzimas metaloproteinasas (MMPs) promoviendo la progresion de la inflamacion
a un estado cronico de la AR (Lubberts, 2015; Al-Saadany et al., 2016). Por otra
parte, también se ha descrito un desbalance en el eje Th17(IL-17)/Treg(IL-10) en
el desarrollo y progresion de la AR. La IL-10 en conjunto con TGF-B son las citocinas
caracteristicas de los linfocitos Treg. Las células Treg inhiben las funciones
efectoras de las células T autoreactivas manteniendo la auto-tolerancia y modulan

la respuesta inmune (Wang et al., 2012; Al-Zifzaf et al., 2015).

En este estudio observamos una mediana de 3.56 (0.17 — 10.82) pg/mL de IL-17 en
suero de las pacientes con AR. Esto difiere a lo previamente reportado en otras
poblaciones con AR donde describen medianas mas elevadas de IL-17 desde 97.43
pg/mL hasta 204.6 pg/mL (Al-Saadany et al., 2016; Atwa et al., 2019; Qu,C.-H., Q.
-F. Zou., 2019). Asi mismo, no observarmos diferencia en las concentraciones de
IL-17 entre las distintas categorias de la actividad clinica de acuerdo con el indice
DAS 28, sin embargo, de forma controversial, observamos una tendencia a la baja
en la actividad severa de la enfermedad.

En estudios previos la IL-17 correlaciona positivamente con la actividad clinica de
la AR, asi como con marcadores inflamatorios como PCR y VSG (Al-Saadany et al.,
2016; Qu,C.-H., Q. -F. Zou., 2019) patron que nosotros no encontramos en nuestra
poblacion de estudio.
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En el caso de la IL-10, al analizar por actividad clinica no observamos diferencia
entre las cuatro categorias del indice DAS 28, no obstante, observamos una
tendencia al alta de IL-10 conforme aumenta la actividad clinica de la enfermedad.

Este patron se ha observado previamente en otra poblacion con AR donde las
pacientes en remision de la enfermedad presentaron una media de 1954 + 32.7
pg/mL de IL-10 y las pacientes con actividad de la enfermedad una media de 225.6
+47.9 pg/mL (Wang et al., 2012). Sin embargo, estos resultados son controversiales
ya que se ha descrito en distintos estudios una correlacion negativa entre la IL-10 y
la actividad clinica de la AR, asi como una concentracion mayor de células Treg en
suero y liquido sinovial de pacientes con AR vs. proporciones mas bajas de células
Treg en pacientes con actividad de la AR (Lawson et al., 2006; Wang et al., 2012,
Al-Zifzaf et al., 2015). Estas discrepancias pueden explicarse por las distintas
subpoblaciones que existen de células Treg. Las subpoblaciones Treg se clasifican
de acuerdo a la expresion de marcadores de membrana, factores de transcripion y
secrecion de citocinas de la siguiente manera: 1. Células Treg en reposo
(CD45RA*FoxP3ov(CD25v)), 2. Células  Treg activas (CD45RA
FoxP3"9h(CD25M9")) ambas con capacidad inmunosupresora y 3. Células T no
reguladoras (CD45RAFoxP3°%(CD25'")) que de forma contraria carecen de
capacidad supresora y secretan IL-2 e INF-y (Lawson et al., 2006; Suen and Chiang,
2012; Lucca and Dominguez-Villar, 2020). Asi mismo, las células CD4" Treg
también se diferencian por su origen. Las células Treg naturales se originan en el
timo durante la maduraciéon. Su fenotipo es CD4*CD25*'ICOS*FoxP3*, poseen
capacidad supresora que ejercen a través de la expresion de IL-10 y TGF-B para
suprimir la funcion de las células dendriticas y células T (Ito et al., 2008; Suen and
Chiang, 2012). Por lo tanto, estas variaciones observadas tanto en las
concentraciones de IL-10 como en la expresion de FOXP3 en el presente estudio
podrian estar dadas por el tipo de células Treg que estan presentes en nuestra
poblacién. Sin embargo, se requiere de la exploracion de marcadores de membrana
para identificar el fenotipo de este analisis que no realizamos en este estudio.
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Por otra parte, analizamos los niveles de las citocinas por calcidiol categorizado, es
decir, por deficiencia, insuficiencia y suficiencia de vitamina D y por terciles de
calcitriol. En este estudio no observamos diferencia significativa en las
concentraciones de IL-10 e IL-17 estratificadas por calcidiol categorizado ni por los
terciles de calcitriol. Sin embargo, observamos que conforme se alcanza la
suficiencia de calcidiol los niveles de IL-17 disminuyen. Este patron previamente se
habia descrito en otra poblacion con AR donde se encontrd una correlacion negativa
entre los niveles séricos de vitamina D e IL-17, es decir, a menores niveles de
vitamina D mayor concentracion del IL-17 (Saleh, Alaa A., Al-Ali Shereen., 2022).
Este patron pudiera estar dado por la capacidad del calcitriol para regular la
expresion de genes asociados al sistema inmune. Donde en un contexto
homeostatico, los niveles séricos suficientes de vitamina D favorecen la expresion
de factores de transcripcion como FOXP3 e IL-10 y en un contexto inflamatorio y
deficiente de vitamina D se favorece la expresion moléculas proinflamatorias de
RORc e IL-17 (Lubberts, 2015; Dankers et al., 2017b; Schinocca et al., 2021).

Al evaluar la concentracion de citocinas IL-10 e IL-17 por categorias de la actividad
clinica, controversialmente observamos una tendencia al alta en la expresion de IL-
10y ala baja de IL-17 en las pacientes con actividad severa de la enfermedad. Otro
estudios realizados en pacientes con AR también han observado la misma
tendencia, niveles eleados de IL-10 conforme aumenta la actividad clinica de la
enfermedad, e incluso han descrito una correlacion positiva entre los niveles de IL-
10 con las concentraciones séricas de autoanticuerpos como el factor reumatoide y
los anticuerpos anti-péptidos citrulinados (Cush et al., 1995; Hernandez-Bello et al.,
2017). La IL-10 se ha descrito como una citocina antiiflamatoria producida por
distintas células del sistema inmune, como los macrofagos, células T cooperadoras
y células B. Sin embargo, en el contexto de autoinmunidad se ha descrito que la IL-
10 tiene un rol paraddjico tratando de suprimir la expresion de citocinas
proinflamatorias que favorece la maduracion de células B a células plasmaticas, lo
que se refleja en una produccién mayor de autoanticuerpos manteniendo activo el

proceso inflamatorio (Saxena et al., 2015). En el caso de la IL-17 en otras
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poblaciones con AR se ha observado que los niveles de IL-17 correlacionan
positivamente con la actividad clinica de la enfermedad (Al-Saadany et al., 2016;
Zhang et al., 2019; Farag et al., 2020). La IL-17 es una citocina proinflamatoria
asociada al desarrollo de la AR, que ess secretada por las células Th17, células
TCD8" y por células Tyd. Su expresion se relaciona con procesos inflamatorios que
a su vez inducen la activacion de enzimas metaloproteinasas, asi como con el
reclutamiento de células inmunes como neutréfilos y monocitos, lo que
desencadena la expresion de otras citocinas proinflamatorias en los sitios de
inflamacion (Shahrara et al., 2009; Al-Saadany et al., 2016; Zhang et al., 2019;
Farag et al., 2020). Sin embargo, los niveles bajos observados en nuestras
pacientes con actividad severa podrian estar asociados al uso de farmacos
antireumaticos modificadores de la enfermedad (FARMES) como el metotrexato.
Estudios in vitro han descrito que el Metotrexato (MTX) inhibe de forma dosis-
dependiente la interaccidn entre los fibroblastos tipo sinoviocitos y los linfocitos T,
esto se asocia con la inhibicion en la expresion de citocinas como IFN-y e IL-17.
También el uso de MTX inhibe la degradacion y fosforilacién de la subunidad IkBa,
por lo tanto impide la traslocacion al nucleo de NF-kB y se inhibe la expresién de
genes proinflamatorios (Majumdar and Aggarwal, 2001; Miranda-Carus et al., 2004).
En conclusion, el uso a largo plazo de MTX podria asociarse con reduccion en la
expresion de citocinas pro-inflamatorias como 1L-12, TNF-a, INF-y, IL-6 e IL-17
(Wessels, Huizinga and Guchelaar, 2007). Cabe destacar que todas nuestras
pacientes con actividad severa de la enfermedad tenian MTX como parte de su

tratamiento farmacoldégico.

Una limitante de este estudio es que fue tipo transversal; por lo tanto, no podemos
determinar causalidad respecto a lo observado. En este caso nos limitamos a
determinar si habia o no una asociacion. Sin embargo, este estudio es el primero
en evaluar la relacion entre los polimorfismos en VDR con la expresién de su mRNA,
niveles séricos de calcidiol, calcitriol, sVDR y con la expresion de los perfiles Th17
y Treg en pacientes con artritis reumatoide (AR) del occidente de México.
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XlIl. CONCLUSION GENERAL

Las pacientes con AR deficientes de vitamina D presentaron hidroxilacion y niveles
de calcitriol mayores que correlacionaron positivamente con la pCr y sVDR.
Ademas, las pacientes con niveles elevados de calcitriol presentaron una expresion
mayor de FOXP3, RORc y concentraciones altas de IL-10 e IL-17.

Asi también, la presencia del alelo C del polimorfismo Taql en VDR se asocio con

susceptibilidad mayor para la enfermedad.
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XIV. PERSPECTIVAS

Como perspectivas de este estudio podria considerarse evaluar otras moléculas
que también modulan las concentraciones de la vitamina D como: niveles séricos
de colecalciferol, hormona paratiroidea (PTH) y calcio sérico. Asi mismo, podria
evaluarse la presencia de otras variantes genéticas en genes clave del metabolismo
de la vitamina D como: CYP2R1, CYP27B1, CYP24A1, DHCR7 y en (GC). Ademas
de evaluar la presencia de la variante genética singlet A en VDR, los niveles
citoplasmaticos de VDR, asi como identificar su presencia en la membrana celular
de células del sistema inmune y por ultimo, analizar la cantidad de las células Th17

y Treg por medio de citometria de flujo en suero de pacientes con AR.
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XVI. RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

A continuacién, se describe una serie de resultados obtenidos durante el trayecto
del proyecto de investigacion. La mayoria no presenta diferencias significativas
entre grupos o categorias.

Como primer resultado complementario se analizaron los niveles séricos de calcidiol
y calcitriol por grupos etarios o rangos de edad (<30 afios, 31 - 45 afios y > 46 afos)
con el objetivo de observar si conforme avanza la edad se alteran las
concentraciones de los metabolitos de la vitamina D. Sin embargo, no observamos
diferencia en el calcidiol y el calcitriol entre los distintos rangos de edad que se
estratifico (Figura suplementaria 1).

60 p=0.58 60 p=0.99

48.12 47.94 47.79

40— 40

29.20 1 1
20+ 23.26 23.71

20—

Calcidiol (ng/mL)
Calcitriol (pg/mL)

| 1 T T T T
<30 afios 31-45afos > 46 afos <30 afios 31-45afnos > 46 afos

Rangos de edad Rangos de edad

Figura suplementaria 1. Niveles séricos de calcidiol y calcitriol estratificados por
grupos etarios en pacientes con AR.

Datos presentados en mediana (p5-p95). Valor de p: prueba Kruskall-Wallis.
Prueba post-hoc Dunn’s.

Asi mismo, realizamos el analisis del calcidiol categorizado por rangos de edad
(Cuadro suplementario 1) y observamos que la deficiencia de calcidiol (<20 ng/mL)
prevalece en el 22% de las pacientes con AR menores a 30 anos, 39% en aquellas
que tienen entre 31 — 45 afos y en un 37% de las pacientes mayores de 46 afos.
Respecto a la suficiencia, el 44 % de las pacientes menores a 30 afos tiene niveles
mayores a 30 ng/mL de calcidiol, asi como solo el 30% de las que tienen entre 31y
45 anos de edad y por ultimo el 34% de las pacientes mayores a 46 afios.
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Cuadro suplementario 1. Calcidiol categorizado por rangos etarios en pacientes con
AR.

Edad categorizada pacientes con AR

Calcidiol < 30 anos 31 - 45 anos > 46 anos Valor de
categorizado %(n) %(n) % (n) p*
Deficiencia
22 (2) 39 (18) 37 (27)
<20 ng/mL
Insuficiencia
33 (3) 30 (14) 29 (21) 0.89

= 20-30 ng/mL

Suficiencia

44 (4 30 (14 34 (25
= 30 ng/mL @) (14) (23)

Datos presentados en % (n). *Valor de p= Prueba Xi?

Respecto al analisis de los terciles de calcitriol por rangos etarios, no observamos
diferencia entre los terciles de calcitriol y los tres rangos de edad considerados

(Cuadro suplementario 2).

Cuadro suplementario 2. Terciles de calcitriol por rangos etarios en pacientes con
AR.

Edad categorizada pacientes con AR

< 30 anos 31 - 45 anos > 46 anos Valor
Terciles de calcitriol

%(n) %(n) % (n) de p
T1: <34.60 pg/mL 0 (0) 10 (3) 9(4)
T2:34.61—-47.6 pg/mL 43 (3) 39 (12) 38 (18) 0.94
T3: >47.61 pg/mL 57 (4) 51 (16) 53 (25)

Datos presentados en % (n). Valor de p= Prueba Xi
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Otro analisis realizado respecto a los niveles de calcidiol y calcitriol fue considerando
la suplementacién con calcitriol para observar si el consumo de un suplemento se
asociaba con los niveles séricos de calcidiol y calcitriol en nuestros grupos de
estudio. Primero observamos que solo el 3% de las pacientes con AR menores de
30 afios, 39% de las pacientes entre 31 — 45 afios y 43% de las pacientes mayores
de 46 afilos no consumen un suplemento de calcitriol vs. 3%, 27% y 70% que si
consumen algun suplemento de calcitriol respectivamente (p=0.25) (Cuadro
suplementario 3).

Cuadro suplementario 3. Suplementacién con vitamina D por grupos etarios en
pacientes con AR.

Suplementacién con vitamina D por grupos etarios

en pacientes con AR

< 30 afios 31 — 45 aios > 46 afos Valor
%(n) %(n) % (n) de p*
Sin suplemento
8 (8) 39 (39) 43 (54)
% (n)
0.25
Con suplemento
3(1) 27 (8) 70 (21)

%(n)

*Datos presentados en % (n). Valor de p= Prueba Xi?

En ese mismo sentido analizamos los niveles séricos de calcidiol entre las pacientes
AR que se suplementan vs. las que no se suplementan y no observamos diferencia
significativa entre ambos grupos (23.48 (9.38 — 50.3 vs. 26.08 (10.01 — 53.87),
p=0.61). En el caso del calcitriol tampoco se encontro diferencia entre los pacientes
que consumen suplemento y los que no se suplementan con vitamina D (47.73
(32.75 - 54.63) vs. 48.15 (22.56 — 59.46), p= 0.43) (Figura suplementaria 2).
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Calcidiol y calcitriol estratificados
por suplementacion de vitamina D

60— p=0.43
1
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40— 1
_
20- [2348] |%698
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Calcidiol (ng/mL) Calcitriol (pg/mL)

1 Sin suplemento
3 Con suplemento

Figura suplementaria 2. Niveles séricos de calcidiol y calcitriol estratificados por
pacientes AR con suplemento y sin suplemento de vitamina D.

Datos presentados en mediana (p5-p95). Valor de p: prueba Kruskall-Wallis.

Prueba post-hoc Dunn'’s.

También se analizd la frecuencia de la deficiencia de calcidiol categorizada por

actividad clinica de la enfermedad. Se consideraron 2 categorias: niveles séricos

<20 ng/mL se clasificaron como deficiencia y niveles > 20 ng/mL se categorizaron

como sin deficiencia (Figura suplementaria 3).

Aunque no hay diferencia significativa en la frecuencia de la deficiencia y no

deficiencia entre las distintas categorias del indice DAS28, si observamos que la

frecuencia de deficiencia va aumentando conforme aumenta la actividad clinica de

la enfermedad, con un 26% de pacientes con deficiencia en la actividad leve, 38%

en la actividad moderada y hasta el 50% de las pacientes con actividad severa de

la enfermedad presentan deficiencia de calcidiol (Figura suplementaria 3).
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% deficiencia de pacientes AR con y sin deficiencia
de vitamina D categorizados por actividad clinica
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Figura suplementaria 3. Porcentaje de pacientes AR con y sin deficiencia de
vitamina D categorizados por actividad clinica (DAS 28).

Datos presentados en %. Valor de p: prueba Xi?

Debido a que el tiempo de exposicion a la luz solar es una variable que puede influir
sobre los niveles séricos de los metabolitos de la vitamina D, se analizaron los
niveles séricos de calcidiol (hg/mL) y calcitriol (pg/mL) categorizados por terciles del
tiempo de exposicion a la luz UV en minutos de exposicion (T1: 0 -30 min, T2: 30.1
- 60 min y T3: 60.1 — 420 min). No se observo diferencia en los niveles séricos de
calcidiol en ambos grupos estratificados por terciles de tiempo de exposicidn al sol,
por lo tanto podemos inferir que en nuestro estudio el tiempo de exposicidn al sol
no influye en las concentraciones de calcidiol. En relacion con el calcitriol,
observamos que todas las pacientes con AR tienen niveles séricos mas elevados
de calcitriol que las SC independientemente del tiempo de exposicion al sol y
conforme incrementa el tiempo de exposicion a la luz UV no se observan una
relacion significativa con el incremento de los niveles séricos de calcidiol o calcitriol

(Cuadro suplementario 4).
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Cuadro suplementario 4. Niveles séricos de calcidiol y calcitriol estratificados por

terciles de minutos de exposicion al sol en pacientes con ARy SC.

Calcidiol (ng/mL)?

Calcitriol (pg/mL)?

Minutos de Valor Valor
* *
exposicion AR SC de p AR SC de p
al sol
25.26 22.02 48.35 34.39
T1: 0 -30 min 0.17* 0.001*
(8.88 —63.41) (10.62 - 36.93) (31.61 — 58.63) (1.42—- 90.77)
T2: 30.1 - 60 29.67 22.41 46.64 38.70
0.06* <0.01*
min (11.38 — 48.48) (10.77 - 43.73) (30.22 - 52.72) (9.28 — 111.5)
T3:60.1 —420 18.93 24.67 47.63 34.78
0.09* 0.03*
min (6.43 — 58.39) (14.71 - 41.55) (22.56 — 72.75) (15.16 — 123.8)
Valor de pt 0.10f 0.33f 0.37f 0.46"

2 Datos expresados en mediana (p5 — p95). TPrueba Kruskall-Wallis. *Prueba U de Mann Whitney.

Por otra parte, se analizaron los niveles séricos de calcidiol (ng/mL), calcitriol

(pg/mL) y la relacion calcitriol/calcidiol (pg/ng) de acuerdo con el genotipo Fokl en

VDR en ambos grupos de estudio (Figura suplementaria 4). Se observo que las SC

portadoras del genotipo heterocigoto CT poseen niveles séricos mayores de

calcidiol vs. las pacientes con AR portadoras del mismo genotipo (SC: 24.09 (11.82
—40.21) ng/mL vs. AR: 22.26 (9.72 — 39.44) ng/mL) (Figura suplementaria 4a). En
el caso del calcitriol las pacientes con AR presentaron niveles séricos mayores (CC:
47.1 (35.5 - 52.8) pg/mL; CT: 47.93 (32.91 — 59.46) pg/mL y TT: 47.79 (31.32 —
49.86) pg/mL) vs. SC (CC: 40.04 (12.5 — 107.3) pg/mL; CT: 35.21 (8.92 — 67.68)
pg/mLy TT: 34.92 (5.6 — 76.07) pg/mL) (Figura suplementaria 4b).
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Figura suplementaria 4. Niveles séricos de calcidiol (ng/mL), calcitriol (pg/mL) y
relacion calcitriol/calcidiol (pg/mL/ng/mL) categorizados por los genotipos del
polimorfismo Fokl VDR en pacientes con artritis reumatoide (AR) y sujetos control
(SC).

Datos proporcionados en mediana (p10 — p90). Prueba U de Mann Whitney.

También se analiz6 la relacion calcitriol/calcidiol por genotipos Fokl en ambos
grupos de estudio. Se observo que las pacientes con AR portadoras del genotipo
CT tienen un patrén de hidroxilacion de vitamina D mayor en comparacion con las
SC portadoras del mismo genotipo (2.25 (1.16 — 5.24) pg/ng vs. 1.42 (0.3 — 4.21)
pg/ng, p<0.001). El mismo caso con las portadoras del genotipo TT del grupo AR
con una relacién calcitriol/calcidiol de 1.88 (1.070 — 5.38) pg/ng vs. 1.42 (0.37 — 3.48)
pg/mL/ng/mL de las SC (p=0.03)(Figura suplementaria 4c).

Por otra parte, se analizaron los niveles séricos de sVDR (pg/mL) de acuerdo con
los genotipos de Fokl VDR en ambos grupos, se observo que las pacientes con

AR portadoras del genotipo heterocigoto CT poseen mayores niveles de sVDR en

118



comparacion con los SC portadores del mismo genotipo (AR: 18.32 (1.07 — 225.8)
pg/mL vs. SC: 6.14 (1.65 — 117.2) pg/mL) (Figura suplementaria 5).

p=0.08 p=0.002 p=03
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Figura suplementaria 5. Niveles de sVDR estratificados por genotipo del
polimorfismo Fokl VDR en pacientes con artritis reumatoide (AR) y sujetos control
(SC).

Datos proporcionados en mediana (p5 - p95).**Prueba U de Mann Whitney.

También se analiz6 el puntaje del indice de actividad clinica DAS28 en pacientes
con AR de acuerdo con el genotipo del polimorfismo Fokl VDR. No se observaron
diferencias en el indice DAS28 entre los portadores de los genotipos CC, CTy TT

en los pacientes con AR (Figura suplementaria 6).
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Figura suplementaria 6. Actividad clinica de la enfermedad (DAS 28) categorizada
por genotipo del polimorfismo Fokl VDR en pacientes con artritis reumatoide (AR).

Datos presentados en mediana y rangos intercuartiles. Prueba Kruskall

Por ultimo, se analizo la expresion de los genes de interés (VDR, ROR y FOXp3)
por genotipo de Fokl. Respecto a la expresién de VDR analizada por genotipo de
Fokl (genotipo homocigoto silvestre CC se tomo de referencia), observamos las
pacientes con AR expresan menos VDR que las SC portadoras de los genotipos
heterocigoto CT y homocigoto TT (CT: AR=7.06 vs. SC=43.50; TT: AR=21.25 vs.
83.67) (Figura suplementaria 7a).
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Figura suplementaria 7. Analisis de expresion mRNA VDR en pacientes ARy SC.

a) Expresion mRNA VDR en pacientes AR y SC por genotipo Fokl (CC: genotipo de referencia); b)
Expresion mRNA VDR en pacientes AR y SC por calcidiol categorizado (suficiencia: categoria de
referencia); c) Expresion mRNA VDR en pacientes AR y SC por terciles de calcitriol (T1 calcitriol:
categoria de referencia). AR= Artritis reumatoide. SC= Sujetos contros. Categoria de referencia = 1.

Datos expresados en 2- AA Cq normalizados con mRNA de GAPDH como gen de referencia.

Al analizar por categorias de calcidiol las pacientes AR con deficiencia (<20 ng/mL)
expresan 21.25 veces mas VDR comparadas con las pacientes AR con suficiencia
(=30 ng/mL). Las que presentaron insuficiencia de calcidiol (=20 - 30 ng/mL)
expresan 16.71 veces mas VDR vs. AR con suficiencia de vitamina D. Las SC con
deficiencia expresan 14.28 veces menos comparadas con las SC con suficiencia (2-
AACqg= 0.07), asi mismo, las SC con insuficiencia expresan 3.33 veces menos

comparadas con las SC con suficiencia de vitamina D (2-*2Cq= 0.33) (Figura
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suplementaria 7b). En cuanto a los niveles de calcitriol, las pacientes con AR
ubicadas en el tercil 3 (T3) de calcitriol expresan 1.92 veces menos vs. las AR
ubicadas en el T1. Las SC ubicadas en el T3 de calcitriol expresan 5.57 veces mas
que aquellas SC ubicadas en el T1 de calcitriol (Figura suplementaria 7c).

Asi mismo, se analizé la expresion del gen RORC en ambos grupos por genotipo
del polimorfismo Fokl VDR, por calcidiol categorizado y terciles de calcitriol (Figura

suplementaria 8).
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Figura suplementaria 8. Analisis de la expresion mRNA RORC pacientes ARy SC.

a) Expresién mRNA RORC en pacientes AR y SC por genotipo Fokl/ (CC: genotipo de referencia); b) Expresion
mRNA VDR en pacientes AR y SC por calcidiol categorizado (suficiencia: categoria de referencia); c) Expresién
mRNA VDR en pacientes AR y SC por terciles de calcitriol (T1 calcitriol: categoria de referencia). AR= Artritis
reumatoide. SC= Sujetos control. Categoria de referencia = 1. Datos expresados en 2- AA Cq normalizados con

mRNA de GAPDH como gen de referencia.
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La expresién de RORc fue 2.45 veces mayor en las pacientes con AR portadoras
del genotipo heterocigoto CT vs. aquellas portadoras del genotipo homocigoto
silvestre CC, asi mismo, las AR portadoras del genotipo TT expresan 1.4 veces
menos en comparacion con las portadoras del genotipo del FF (2-24Cq=0.71)
(Figura suplementaria 8a).

En el caso del calcidiol categorizado las AR con deficiencia expresan 1.41 veces
menos RORC vs. las AR con suficiencia (2-**Cq=0.74). Las pacientes AR con
deficiencia expresan 1.35. veces menos en comparacion a las que tienen niveles
suficientes de calcidiol (2-2Cq= 0.74), de manera contraria las SC con deficiencia
de calcidiol expresan 2.49 veces mas RORc en comparacion con las SC con
suficiencia de vitamina D (Figura suplementaria 8b). En cuanto a los terciles de
calcitriol, las pacientes AR ubicadas en el T3 expresan 1.8 veces mas RORc que
las AR ubicadas en el T1, asi mismo, las SC ubicadas en el T3 expresan 1.5 veces
mas RORc que las ubicadas en T1 (Figura suplementaria 8c).

Para el caso del gen FOXp3, observamos que las AR portadoras del genotipo
homocigoto ff expresan 7.27 veces mas FOXp3 que las AR portadoras del genotipo
homocigoto silvestre CC y las portadoras del heterocigoto CT expresan 1.9 veces
menos FOXp3 que las AR CC (2-*2Cg= 0.52). En el caso de las SC, las portadoras
del genotipo TT expresan 3.57 veces menos FOXp3 (2-**Cqg= 0.28) y las SC
portadoras del genotipo heterocigoto CT expresan 1.08 veces menos FOXp3
comparadas con las AR portadoras del genotipo homocigoto CC (2-

AACq=0.92)(Figura suplementaria 9a).

Al hacer la comparativa con suficiencia de calcidiol las pacientes AR deficientes de
vitamina D expresan 3.8 veces menos FOXp3 (2-*Cq=0.26) y aquellas con
insuficiencia 20 veces menos FOXp3 (2-*2Cq=0.05) al compararlas con las AR con
suficiencia de calcidiol. De manera contraria las SC con deficiencia de calcidiol
expresan 1.58 veces mas FOXp3 y aquellas con insuficiencia 1.23 veces menos
FOXp3 vs. las SC con suficiencia (2-*2Cg=0.81) (Figura suplementaria 9b).
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Figura suplementaria 9. Analisis de la expresion mRNA FOXP3 en pacientes ARy
SC.

a) Expresion mRNA FOXP3 en pacientes AR y SC por genotipo Fokl (CC: genotipo de referencia); b) Expresion
mRNA VDR en pacientes AR y SC por calcidiol categorizado(suficiencia: categoria de referencia); c) Expresiéon
mRNA VDR en pacientes AR y SC por terciles de calcitriol (T1 calcitriol: categoria de referencia). AR= Artritis
reumatoide. SC= Sujetos contros. Categoria de referencia = 1. Datos expresados en 2- AA Cq normalizados con

mRNA de GAPDH como gen de referencia.

Al hacer la comparativa por terciles de calcitriol, las AR ubicadas en el (T3) expresan
6.81 veces mas FOXP3 que aquellas ubicadas en el tercil uno (T1). Las SC
ubicadas en el T3 expresan 2.22 veces menos FOXp3 en comparacion con las SC
ubicadas en el T1 de calcitriol (2-*2Cq=0.45) (Figura suplementaria 9c).

124



Por ultimo se analizaron las concentraciones de las citocinas IL-10 e IL-17 entre los
distintos genotipos del polimorfismo Fokl. No se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de las citocinas entre los genotipos de Fok/

(Figura suplementaria 10).
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Figura suplementaria 10. Niveles séricos de IL-10 e IL-17 estratificados por los
genotipos del polimorfismo Fokl.

Datos presentados en mediana (p5-p95). Valor de p: prueba Kruskall-Wallis.
Prueba post-hoc Dunn’s.

También se analizaron las concentraciones de ambas citocinas (IL-10 e IL-17)
estratificadas por actividad clinica (DAS28) en pacientes con AR categorizadas con
deficiencia (<20 ng/mL) y sin deficiencia (> 20 ng/mL) de vitamina D. No se
encontraron diferencias en los niveles séricos de citocinas IL-10 e IL-17 entre las
distintas categorias del indice DAS28 en las pacientes con deficiencia y sin

deficiencia de calcidiol (Figura suplementaria 11).
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Figura suplementaria 11. Niveles séricos de IL-10 e IL-17 estratificadas por actividad
clinica (DAS 28) en pacientes con y sin deficiencia de calcidiol.

Datos presentados en mediana (p5-p95). Valor de p: prueba Kruskall-Wallis.
Prueba post-hoc Dunn’s.
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Cuadro suplementario 5. Correlaciones de los metabolitos de la vitamina D

con variables antropométricas, bioquimicas y clinicas en pacientes con AR.

sVDR (pg/mL) Ratio calcitriol/calcidiol (pg/ng) Calcitriol (pg/mL)
AR (n=99) SC (n=110) AR (n=99) SC (n=110) AR (n=99) SC (n=110)
Variable r Valor r Valor r Valor r Valor r Valor r Valor
dep* dep* dep* dep* dep* dep*
Edad (afios) 0.07 0.47 | -0.29 | <0.01 -0.07 0.42 0.03 0.73 -0.06 0.42 -0.07 0.35
Peso (Kg) -0.08 0.39 | -0.25 | <0.01 | 0.001 0.96 0.09 0.2 -0.03 0.72 -0.01 0.86
IMC (Kg/m?) -0.06 0.50 | -0.25 | <0.01 -0.02 0.75 0.12 0.11 -0.04 0.60 -0.01 0.88

Circunferencia de

. 0.12 0.23 | -0.30 | <0.01 0.06 0.53 0.09 0.22 0.11 0.19 -0.05 0.51
cintura (cm)

Circunferencia de

-0.08 | 044 |-0.27 | <0.01 0.04 0.63 0.05 0.48 0.10 0.23 -0.05 0.49
cadera (cm)

ICC 0.26 0.01 -0.21 | 0.02 0.09 0.33 0.09 0.18 0.12 0.15 -0.01 0.88

Glucosa (mg/dL) | 0.17 0.09 |-0.16 | 0.07 0.09 0.28 0.12 0.09 0.07 0.37 0.05 0.54

Colesterol, Total

0.24 0.01 -0.14 | 0.12 0.19 0.83 -0.01 0.86 0.05 0.49 -0.04 0.57
(mg/dL)

Triglicéridos

0.21 0.03 | -0.24 | <0.01 0.02 0.81 0.08 0.25 0.1 0.19 | -0.004 | 0.95
(mg/dL)

HDL-C (mg/dL) -0.03 | 0.70 0.14 | 0.13 -0.04 0.61 -0.03 0.64 0.08 0.34 0.08 0.22

LDL-C (mg/dL) 0.26 |<0.01 -0.09 | 0.33 0.11 0.22 -0.07 0.36 0.15 0.07 -0.07 0.32

pCr (mg/L) 0.20 0.05 |-0.13| 0.16 0.23 0.01 0.10 0.17 0.28 | <0.001 | 0.07 0.35

indice de Kannel | 0.25 0.01 -0.14 | 0.13 0.13 0.15 -0.07 0.37 0.22 0.007 | -0.13 0.06

indice Tg/HDL-C | 0.18 0.06 |-0.22 | 0.02 0.05 0.54 0.07 0.35 0.17 0.04 -0.04 0.59

indice de Castelli | 0.21 0.03 |-0.18 | 0.05 0.06 0.47 | -0.002 | 0.97 0.16 0.04 -0.13 0.08

Calcidiol (ng/mL) | -0.13 0.19 0.12 0.21 - - - - -0.3 | <0.001 | 0.08 0.27

Calcitriol (pg/dL) | 0.21 | 0.03 | 0.10 | 0.26 . . - ; - . . .

Calcitriol/calcidiol
ratio 0.19 0.05 0.01 0.85 - - - - - - - -
(pg/ml/ng/mL)

Albumina (g/dL) | 0.03 0.73 0.30 | <0.01 -0.09 0.31 0.02 0.81 0.08 0.30 0.04 0.56

Analisis de correlacion sVDR (pg/mL) y metabolitos de la vitamina D (ratio calcitriol/calcidiol y calcitriol) con variables antropométricas,
bioquimicas, clinicas y con los metabolitos de la vitamina D en pacientes con AR. AR: artritis reumatoide; SC: sujetos control; sVDR: receptor
de vitamina D. Los numeros en negritas indican diferencia significativa. Valor de p<0.05 por test de Spearman.
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